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第1章 序論 
 
 1－1 耐熱性 DNA ポリメラーゼとポリメラーゼ連鎖反応法 
 
DNA ポリメラーゼは一本鎖 DNA を鋳型鎖としてその相補鎖 DNA を合成する反応の触
媒である。一般に DNA ポリメラーゼは、ヌクレオシド三リン酸を基質として DNA 鎖を
伸長する活性と、3’→5’エキソヌクレアーゼ活性などヌクレオチドの誤った取り込
みを校正する機能を併せもっている。さらに、DNA ポリメラーゼは、DNA の複製や修
復、組み換えなどのプロセスを含む核酸代謝に於いて、必要不可欠な役割を担ってい
る。これまで、多くの DNA ポリメラーゼ遺伝子がクローニングされ、それらの配列が
解析されてきた。それらの塩基配列からアミノ酸配列が決定されたことによって、DNA
ポリメラーゼは、主に A，B，C，X の 4 つの遺伝子進化ファミリーに分類された。遺
伝子進化ファミリーA には細菌の PolⅠ型 DNA ポリメラーゼやミトコンドリア DNA を
複製する DNA ポリメラーゼγが含まれ、遺伝子進化ファミリーBには、真核生物のα，
δ，ε型および細菌の PolⅡ型 DNA ポリメラーゼが含まれる。遺伝子進化ファミリーC
には細菌の PolⅢ型が含まれ、遺伝子進化ファミリーX はそれ以外である。同じ遺伝
子進化ファミリーに属するものは、共通のアミノ酸配列を有しており、酵素としての
性質も類似している。 
その中で遺伝子進化ファミリーAに属する Taq DNA ポリメラーゼは、最もポピュラ
ーな耐熱性 DNA ポリメラーゼのひとつであるが、3’→5’エキソヌクレアーゼ活性が
ない(1)。一方、遺伝子進化ファミリーB に属する KOD Dash DNA ポリメラーゼは、3’
→5’エキソヌクレアーゼ活性をもつ野生型の KOD と、遺伝子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1－1 DNA ポリメラーゼの立体構造 
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工学的に3’→5’エキソヌクレアーゼ活性を欠損させたKOD(exo-)との混合物である
(2)。また、Vent (exo-) DNA ポリメラーゼも野生型からこの活性を遺伝子工学的に欠
損させた耐熱性 DNA ポリメラーゼである(3)。これらの耐熱性 DNA ポリメラーゼは、
PCR(ポリメラーゼ連鎖反応)に汎用されている 
PCR 法は、特定の遺伝子を指数関数的にコピーして増やす方法である。まず、鋳型
となる二重鎖 DNA を熱変性によって一本鎖に解離させた後(①: Denature)、鋳型鎖に
対し相補的な配列を持つ数十量体の短いオリゴヌクレオチド(プライマー鎖)を鋳型
に対してハイブリダイズさせ(②: Annealing)、続いて、耐熱性 DNA ポリメラーゼの
触媒する伸長反応によりプライマー鎖を伸長させる(③: Extension)。これら 3 ステ
ップを 1サイクルとして数回～十数回ほど繰り返す。生成した DNA 鎖は次のサイクル
で鋳型鎖として働くため、前述のサイクルを繰り返すと、2 つのプライマー間に挟ま
れた領域の DNA 鎖が指数関数的に増幅するのである(Fig.1－2)。現在、PCR 法は分子
生物学などの基礎研究だけでなく遺伝子診断や犯罪捜査など私たちの生活に身近な
様々なシーンで活用されている。さらに近年、PCR 法を巧みに利用した新しい技術も
創出されている。例えば、インビトロ・セレクション法と呼ばれるユニークな技術が
挙げられる(7-20)。この技術によって、酵素や抗体と類似の機能を有する DNA アプタマ
ーや DNA ザイムなどの機能性 DNA 分子を人為的に作製できるようになった。一般に酵
素や抗体の生産には生物を用いるため、高コストになってしまう。一方、DNA 分子は
化学合成によって比較的安価に量産できる。従って、それらの機能性 DNA 分子はタン
パク質からなる酵素や抗体の代替品として、検査薬や研究ツールへの応用が期待され
ている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1－2 ポリメラーゼ連鎖反応法 
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1－2 修飾 DNA の酵素的合成法とその応用 
 
修飾 DNA とは、天然型 DNA を構成している塩基，糖，リン酸の化学構造を改変させ
た DNA である。近年、この各構成部位を修飾したヌクレオシド三リン酸を基質として
DNA 分子を酵素的に合成することよって DNA 分子を蛍光標識化したり、ヌクレアーゼ
耐性や細胞膜浸透性などの機能基を付与したりすることが簡便に行えるようになっ
た(4-6)。これらの技術は遺伝子配列解析や DNA マイクロアレイなどにも応用されてい
る。さらに、前述のインビトロ・セレクション法への応用も試みられ精力的に研究が
進められている(7-20)。種々の化学構造を担持させた、修飾ヌクレオチドを使用してい
るため、天然にはない新たな機能の付与や活性の向上などが期待されている。これま
でに我々の研究グループでも、種々の修飾デオキシウリジン三リン酸(修飾 TTP)や修
飾デオキシシチジン三リン酸(修飾 dCTP)を用いた酵素的合成法を確立し、調製した修
飾 DNA ライブラリを用いたインビトロ・セレクション法によって、サリドマイド誘導
体に立体選択的に結合する修飾 DNA アプタマーを作製することに成功している。この
ように、酵素的合成法を用いて DNA 分子に様々な機能を付与したり、機能性核酸分子
を作製したりすることが可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-3 修飾 TTP を用いた修飾 DNA の酵素的合成法 
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1－3 塩基部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成 
 
塩基部位を修飾したヌクレオチドは、これまで様々なアナログが報告されてきた。
特に、ピリミジン環の 5位およびプリン環の 7位に導入された修飾基は DNA 二重鎖の
メジャーグルーブ側に突出するため、DNA 二重鎖の立体構造にあまり大きな影響を与
えないことが知られている。従って、ピリミジン環の 5位やプリン環の 7位に機能基
を導入した修飾ヌクレオシド三リン酸を合成し、それらを基質としてポリメラーゼ反
応を行えば、修飾基を無理なく DNA 鎖に導入できると予想される。しかしながら、一
般に、酵素は基質特異性を有しているため、どんな化学構造の修飾ヌクレオシド三リ
ン酸でも基質として認識されるとは限らない。この問題を克服するため、これまでに
種々の塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸が合成され、さまざまな種類の DNA ポリメ
ラーゼに対する基質特性が研究された(21-46)。(Fig. 1-4) 
下図に示した塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いたプライマー伸長反応お
よびポリメラーゼ連鎖反応により、DNA ポリメラーゼと修飾アナログとの組み合わせ
によっては、目的の修飾 DNA 分子を酵素的に合成することが可能であることが分かっ
た。Famlok らは種々の修飾基を担持させた 4種類の塩基部位修飾ヌクレオシド三リン
酸を用いたプライマー伸長反応によって、4種類の異なる修飾基を DNA 分子に導入す
ることに成功している。ただし、四重修飾 DNA の生成には DMSO やホルムアミドなど
の添加剤が必要であるとしている。添加剤の使用は時としてミス・インコーポレーシ
ョン(ヌクレオチドの誤った取り込み)を生じることが報告されており、改良の余地を
残している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-4 塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸の例 
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1－4 糖部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成 
 
天然型 DNA はエキソヌクレアーゼやエンドヌクレアーゼなどの核酸加水分解酵素
によって容易に分解される。このようなヌクレアーゼが存在している生体内で、DNA
アプタマーや DNA ザイムなどの機能性 DNA 分子を使用するには、ヌクレアーゼ耐性の
付与が必須である。これまでにいくつかの糖部位修飾ヌクレオチドが合成され(Fig. 
1-5)、それらを含む鋳型 DNA や基質三リン酸がポリメラーゼ反応に及ぼす影響が研究
されている(47-64)。 
Chaputらは3’-5’リン酸ジエステル結合を2’-3’リン酸ジエステル結合に置換
した糖部位修飾ヌクレオシド(TNA)を用いたプライマー伸長反応に於いて、DNA ポリメ
ラーゼや逆転写酵素の活性を評価した。その結果、酵素と伸長鎖-鋳型鎖あるいは基
質の相互作用の減少が、酵素の触媒効率を低下させることを示唆した(54)。また、
Kempeneers らは糖部位をシクロヘキセニル環に置換した糖部位修飾ヌクレオシド
(CeNA)を含む鋳型 DNA および基質三リン酸を合成し、この型の糖修飾が DNA ポリメラ
ーゼや逆転写酵素を用いたプライマー伸長反応に及ぼす影響について報告している
(48)。Veedu らは、架橋型ヌクレオチド(BNA/LNA)の三リン酸を合成し、それらを用い
たプライマー伸長反応によって糖部位修飾DNAの酵素的に合成が可能かどうかを調べ
たところ、BNA/LNA の三リン酸アナログを基質とする耐熱性 DNA ポリメラーゼを見出
した(49)。架橋型ヌクレオチド(BNA/LNA)を含むオリゴ DNA は RNA に対して高い親和性
を有し(65-69)、生命システムにおいて高生体内安定性および低毒性を示す。さらに、水
溶性も高く核酸医薬としての応用が試みられている(70),(71)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1－5 糖部位修飾ヌクレオチドの例 
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1－5 リン酸部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成 
 
一般にリン酸部位の修飾はポリメラーゼ反応に大きく影響を及ぼすことが知られ
ている。しかし同時にヌクレアーゼに対する耐性も向上させる。これまでに、DNA の
リン酸ジエステル結合をホスホロチオエートに置換した PS-ODN やそのα位をボラン
で置換した Borane-NA、さらに、ヌクレオシド間に二リン酸を挿入した PP-DNA などが
報告されている(72)-(102)。Andreola らは Taq DNA ポリメラーゼを用いて PS－ODN のライ
ブラリを調製することに成功した。また、Shaw らは、Borane-NA の生体内での使用や
インビトロ・セレクション法への応用などを指向して、Borane-NA を生成するポリメ
ラーゼを見出した。この Borane-NA は ATP 結合 RNA アプタマーの天然型 Gあるいは U
をそれに置換した場合、結合選択性が向上することも報告されている。また、PP-DNA
を含む鋳型鎖も Klenow fragment DNA ポリメラーゼによって鋳型鎖として認識される
ことが報告されている。この他にも、Leal(83)らはシッフ塩基リンカーを含むオリゴ
DNA が DNA ポリメラーゼの種類によっては、プライマー鎖として認識することを報告
している。このように、リン酸ジエステル結合を多様な化学構造に変換した基質三リ
ン酸やそれらを含む鋳型鎖あるいはプライマー鎖はDNAポリメラーゼの種類によって
は基質として認識され、酵素的合成が可能となっている。今後、更に多様な化学構造
を有したリン酸部位修飾ヌクレオチドが合成され、それを用いた酵素的合成法の開発
が期待できるだろう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1－6 リン酸部位修飾ヌクレオチドの例 
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1－6 本論文の構成 
 
本研究では、修飾ヌクレオシド三リン酸および修飾ヌクレオチドを含む鋳型 DNA
を用いて核酸の酵素的合成を検討し、修飾基の化学構造や修飾を施した部位の違いが
ポリメラーゼ反応に及ぼす影響について精査した。 
第 2章では塩基部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成について記述した。下図
に示した種々の塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸を合成し、PCR に於けるそれらの
基質特性を検討した。PCR 産物である修飾 DNA の配列解析を行い、ポリメラーゼ反応
によって修飾ヌクレオチドが DNA 鎖に正確に取り込まれているかどうかを分析した。
さらに、塩基部位の修飾がポリメラーゼ反応に影響を与える要因を特定するために反
応速度論的解析も行った。第 3章では糖部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成に
ついて記述した。3 種類の 2’-4’架橋型糖部位修飾チミジン K，L，M を含む修飾鋳
型 DNA および基質三リン酸を合成しこれらを用いたポリメラーゼ反応を検討した。第
4 章ではリン酸部位修飾ヌクレオチドを用いた酵素的合成について記述した。主鎖骨
格のリン酸ジエステル結合をアミド型とアミン型の2種類のリンカーで置換した修飾
鋳型 DNA を合成し、それらを用いてポリメラーゼ反応を検討した。最後に、第 5章は
研究の総括と今後の展望について記述して総論とし、第 6章に実験項を設けた。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-7 酵素的合成に用いた塩基部位，糖部位，リン酸部位修飾 
ヌクレオチドの例 
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第 2章  塩基部位修飾ヌクレオチドを用いたポリメラーゼ反応 
 
2－1 はじめに 
 
塩基部位を修飾したヌクレオチドは、アデノシン誘導体およびグアノシン誘導体で
はプリン環の 7位に、チミジン誘導体およびシチジン誘導体ではピリミジン環の 5位
に置換基が導入されたものが報告されている。ここに5位修飾チミジン三リン酸(B4，
B5 および B6)を Scheme 2-1 に例示した。これらの誘導体は、まず 2’-デオキシウリ
ジンを出発原料として 5-ヨード-2’-デオキシウリジンを合成し、続いてパラジウム
触媒を用いた Hech 反応および薗頭反応によって、二重結合および三重結合の不飽和
リンカーを有するチミジン誘導体(B1 および B2)がそれぞれ得られる。単結合のリン
カーを有するチミジン誘導体(B3)は、これらを還元することによって容易に合成され
る。定法に従って 5’-水酸基の三リン酸化を行うことによって、修飾チミジン三リン
酸(B4，B5 および B6)が得られる。さらに、5位のアミノ基を介して、種々の機能基を
導入することが可能である。 
我々の研究グループは前述とは全く異なる反応スキームで 5 位修飾チミジン三リ
ン酸(B12)を開発している(Scheme 2-2)。まず、安価な D-(－)-アラビノースを出発原
料として炭酸カリウム存在下、シアナミドを DMF 中で反応させ B7 を得る。続いて、
イタコン酸ジメチルエステルを臭素化して得られたブロモフマル酸ジメチルエステ
ル(B8)と B7 を水素化カルシウム存在下メタノール中で反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 2－1 塩基部位修飾チミジン三リン酸の合成例 
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させ B9 を得る。アセトニトリル中で B9 を臭化アセチルと反応させ B10 を得た後、水
素化トリブチルスズおよび反応開始剤である 2,2’-アゾビスイソブチロニトリル
(AIBN)を用いたラジカル還元反応をベンゼン中で行うことにより B11 が合成される。
修飾チミジン三リン酸(B12)は、中間体 B11 の 5 位のメチルエステル基をヘキサメチ
レンジアミンと反応させてアミノリンカーを導入した後、5’-水酸基を三リン酸化し
て得られる。修飾チミジン三リン酸(B12)のリンカー末端のアミノ基を介して、イミ
ダゾール基やアミノ基、グアニジド基など種々の機能基を導入することが可能である。
また、チミジン誘導体 B17 を含むオリゴ DNA は、B17 の 5’位を DMTr で保護し、3’
位をホスホロアミダイト化したB18をモノマーに用いたDNA固相合成法によって得ら
れる。 
本章では、これらの種々の塩基部位修飾基質三リン酸および修飾鋳型 DNA などを合
成(あるいは購入)し実験に用いた。これらの合成や生成物および中間体の同定などに
ついては、文献記載の方法で行った 42)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Scheme 2－2 我々の研究グループによって開発された塩基部位修飾チミジン誘導体 
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2－2 PCR に於ける種々の塩基部位修飾ヌクレオチド三リン酸の基質特性 
 
① 修飾基質三リン酸と DNA ポリメラーゼ及び、鋳型配列 
 
我々の合成した種々の塩基部位修飾 TTP アナログ及び、dCTP アナログの基質特性を
調査するために、PCR によるポリメラーゼ反応を行った。基質三リン酸には、二重結
合リンカーを有するアナログ(AL、AC、AF)、三重結合リンカーを有するアナログ(PA、
PN、PR)、単結合リンカーを有するアナログ(A2、A4、A6、G6)さらに、末端の官能基
がメチルエステル(ME)やシアノ基(CN)、エチレングリコールリンカー(DH)を有するア
ナログを用いた。PCR に用いた酵素には遺伝子進化ファミリーA に属する Taq DNA ポ
リメラーゼ，Tth DNA ポリメラーゼ、遺伝子進化ファミリーBに属する Vent(exo-) DNA
ポリメラーゼ，KOD Dash DNA ポリメラーゼ，KOD(exo-) DNA ポリメラーゼの計 5種類
とした。また、PCR に用いた鋳型には pUC18 を使用し、増幅領域Ⅰでは目的の伸長生
成物の長さは 110bp、増幅領域Ⅱでは 108bp である増幅領域Ⅰでは修飾 TTP アナログ
は 47 塩基、修飾 dCTP は 45 塩基ある。その中で、修飾 TTP が 2 連続で挿入される配
列は 10 箇所、3 連続で挿入される配列は 2箇所存在する。修飾 dCTP が 2 連続で挿入
される配列は 5 箇所存在する。増幅領域Ⅱでは、修飾 TTP アナログは 40 塩基、修飾
dCTP アナログは 48 塩基である。その中で、修飾 TTP が 2 連続挿入される配列は 4箇
所、3 連続で挿入される箇所は 1 箇所、4 連続で挿入される配列は箇所存在する。修
飾 dCTP が 2連続で挿入される配列は 7箇所、3連続で挿入される配列は 1箇所、4連
続で挿入される配列は 1箇所存在する。これらの全ての組み合わせである、合計 260
アッセイ(修飾ヌクレオチド三リン酸 26 種類×DNA ポリメラーゼ 5 種類×増幅領域 2
箇所)を行った。 
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Fig. 2-1 基質特性の調査に用いた鋳型、基質三リン酸、DNA ポリメラーゼ 
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② 反応手順 
 
PCR はプライマー鎖、鋳型鎖及び、DNA ポリメラーゼなどを含む反応液を調製し、
サーマルサイキュラーにセットした。それを 0.5 分間加熱してプライマー鎖と鋳型鎖
を解離し、0.5 分間プライマー鎖と鋳型鎖をアニーリングさせ、DNA ポリメラーゼに
よる伸長反応を 5分間行った。この一連の反応を 20サイクル行い、その後、20%変性
ポリアクリルアミド電気泳動により未反応のプライマー鎖と生成物を分離させた。ゲ
ルイメージはエチジウムブロマイドにより染色し、UV照射によりモレキュラーイメー
ジャーに記録した。生成物の定量は、天然型のヌクレオシド三リン酸を用いた時の PCR
生成物のバンド強度を 1としてそれぞれのバンド強度比から算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-2 実験操作 
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2－2－1 修飾 DNA 生成の検討 
 
① PCR 反応 
まず、酵素を Taq DNA ポリメラーゼ、基質を修飾チミジンアナログ、増幅領域Ⅰを
鋳型とした条件で PCR 反応を行った結果を Fig.2－3に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2－3 修飾チミジンアナログを用いた PCR 
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次に、酵素を Taq DNA ポリメラーゼ、基質を修飾シチジンアナログ、増幅領域Ⅰを鋳
型とした条件で PCR 反応を行った結果を Fig.2－4に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-4 修飾シチジンアナログを用いた PCR 
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次に、酵素を Vent (exo-) DNA ポリメラーゼ、基質を修飾チミジンアナログ、増幅領
域Ⅰを鋳型とした条件で PCR 反応を行った結果を Fig.2－5に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-5 修飾チミジンアナログを用いた PCR 
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次に、酵素を Vent(exo-) DNA ポリメラーゼ、基質を修飾シチジンアナログ、増幅領
域Ⅰを鋳型とした条件で PCR 反応を行った結果を Fig.2－6に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-6 修飾シチジンアナログを用いた PCR 
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次に、酵素を KOD Dash、基質を修飾チミジンアナログとし、増幅領域Ⅰを鋳型とした
条件で PCR 反応を行った結果を Fig.2－7に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-7 修飾チミジンアナログを用いた PCR 
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次に、酵素を KOD Dash、基質を修飾シチジンアナログ、増幅領域Ⅰを鋳型とした条件
で PCR 反応を行った結果を Fig.2－8に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-8 修飾シチジンアナログを用いた PCR 
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② 考察 
 
2 種類の増幅領域、5種類の酵素、26 種類の塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸の組
み合わせで 260 アッセイし、完全長の PCR 産物の相対収量を増幅領域別に比較検討し
たグラフを Fig. 2－9に示す。Aは遺伝子進化ファミリーAに属する Taq, B は Tth, C
は遺伝子進化ファミリーBに属する Vent(exo-), D は KOD Dash, E は KOD(exo-)を DNA
ポリメラーゼに用いた時の相対収量であり、横軸が修飾基質三リン酸、縦軸がそれぞ
れの相対収量である。また、黒いバーは増幅領域Ⅰを鋳型とし、白いバーは増幅領域
Ⅱを鋳型とした相対収量である。 
まず、増幅領域が PCR に与える効果を検討する。これらの結果に見られるように鋳型
配列の影響を大きく受ける酵素/基質の組み合わせは 19 組確認された。(Taq・CPN や
KOD Dash・CA4)などの組み合わせは、著しく配列に依存していた。そのような組み合
わせは、どちらかの配列のみ PCR 生成物を与えた。 
次に、DNA ポリメラーゼの種類が PCR に与える効果を比較する。130 組中 Fig.2－9の
修飾基質の下にアンダーラインで示した修飾基質 26 組は増幅領域ⅠとⅡのどちらに
おいても 70%以上の高収率で PCR 生成物を与えた。このような組み合わせは遺伝子進
化ファミリーAに属する DNA ポリメラーゼでは 52組中 2組(Tth・TAC, TPR)、遺伝子進
化ファミリーBに属するDNAポリメラーゼでは78組中 24組(Vent(exo-)・TAC, TAF, TPN, 
TPR, CAF, CA6, CG6, CCN；KOD Dash・TAF, TG6, TME, CAC, CAF, CA6, CG6, CME, CCN；KOD(exo-)・
TAC, TAF, TPR, CAF, CG6, CME, CCN)確認された。これらの結果は遺伝子進化ファミリーA
に属する DNA ポリメラーゼに比べ、遺伝子進化ファミリーBに属する DNA ポリメラー
ゼは、基質特異性が寛容であることを示唆している。これは、以前 Held(23)らが報告
した結果と一致するが、今回の実験結果から、修飾 dCTP アナログに対しても同様の
基質特異性があることを明らかにした。また、同じ遺伝子進化ファミリーB に属する
DNA ポリメラーゼを比較すると、Vent(exo-)は TPA, CAL, CPN,および CPRを基質として認
識するため、KOD Dash や KOD(exo-)よりも基質特異性がいくらか寛容であると言える。
以前の我々の研究結果より Vent(exo-)は 3’→5’エキソヌクレアーゼ活性を持つ
Vent に比べ基質特異性が寛容であることが示唆されているため、KOD の 3’→5’エキ
ソヌクレアーゼ活性を遺伝子工学的に除いたKOD(exo-)はKOD Dashより幅広い種類の
修飾基質を受容すると期待した。しかし、基質特異性の寛容さはKOD DashとKOD(exo-)
の間に基質特異性の差は、ほとんど見られなかった。 
次に、修飾塩基の化学構造が PCR に与える効果を検討する。まず、二重結合リンカー
を有する 6種類のアナログにおいて、アミノ基を持つアナログ(TAL, CAL)よりもアミノ
基をアセチル基やトリフルオロアセチル基で保護したアナログ(TAC,TAF, CAC, CAF)の方
が PCR のよい基質として作用することが全てのポリメラーゼにおいて確認できた。ア
ミノ基を有する修飾基質はPCR条件下でプロトン付加が起こっていると考えられるた
め、この結果は酵素-基質コンプレックスを形成する際に、立体的な嵩高さよりも静
電的相互作用の方が負の要因として作用することを示している。このような効果はア
ミノ基を有する三重結合リンカー修飾 TTP においても見られ、TPAは TPRや TPNよりも
PCR 生成物の相対収量が低かった。また、2-オキソエチルリンカーとアミノ基を有す
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る 6種のアナログ(TA2、TA4、TA6、CA2、CA4、CA6)は、そのリンカーが長くなるにつれて、
PCR の基質として優れていることが分かった。これは、アミノ基の正電荷がリンカー
の長さが短いものほど核酸塩基に滞在するため、そのリンカーの長さが短いものは負
の要因として作用する静電的相互作用によってPCRに大きな影響を与えることを示し
ている。さらに同一の修飾基を担持してある TTP アナログと dCTP アナログとを比較
した場合、官能基がどちらの塩基にあるかで PCR 生成物の収量に大きな違いが見られ
た。例えば、三重結合リンカーを持つ修飾 TTP アナログは修飾 dCTP よりも PCR 基質
として優れていた。対照的に、2-オキソエチルリンカーを有する修飾基質は、修飾 TTP
アナログ(TA2、TA4、TA6、TG6、TME)よりも修飾 dCTP アナログ(CA2、CA4、CA6、CG6、CME)の
方が PCR の良い基質であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2－9 修飾基質三リン酸を基質に用いた PCR生成物の相対収量 
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2－2－2 取り込みの正確さについての検証 
 
① クローニング 
 
修飾ヌクレオシド三リン酸が正確に導入されているかを決定するために、PCR によ
って酵素的に合成した修飾 DNA のクローニングを行い、得られたプラスミド DNA を用
いて配列解析を行った。この配列解析に用いた修飾 DNA は増幅領域Ⅰを鋳型として使
用したものを用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-10 クローニングの概要 
 
上記の方法によりクローニングを行った(Fig.2－10)。まず、PCR により得られた修
飾 DNA をアガロースゲル電気泳動により精製した。その修飾 DNA を鋳型鎖とし、PCR
アッセイと同じ酵素、天然型プライマー及び、基質を用いて PCR 法により天然型 DNA
に変換した。 
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Fig. 2-11 ライゲーション 
 
続いて、Taq DNA ポリメラーゼを用いて PCR を行った。Taq DNA ポリメラーゼは伸
長末端にさらに１塩基のdA付加するターミナルトランスフェラーゼ活性を持つため、
PCR により合成された天然型 DNA は 3’末端に１塩基 dA付加したものができる。これ
をプラスミドベクターの 3’末端にチミジンが一塩基突出した Tベクターにインサー
トすると、Aと T の水素結合が形成されるため、平滑末端同士のライゲーションより
も効率が上がることが報告されている(Fig. 2－11)。今回、この TA クローニング法
を用いてライゲーションを行い、目的のプラスミドベクターの調製を試みた。 
次に、形質転換を行った。形質転換とは、大腸菌に別の遺伝情報を持ったプラスミ
ドなどのベクターを外部から導入する技術である。この外来 DNA を取り込みやすいよ
うに調製した大腸菌をコンピテントセルという。このコンピテントセルに先ほどの天
然型 DNA をインサートしたプラスミド DNA を導入した。形質転換した大腸菌を LB 培
地上に撒き、37℃で 18 時間インキュベートしてプラスミド DNA の増幅、大腸菌の増
殖を行い、培地上にコロニーを作成した。1つのコロニーは 1種類の大腸菌が増殖し
たものなので、そのコロニーは全て同じプラスミド DNA 含んでいる。これを単離精製
することで、DNA の単離が行える。また、目的の 110bp の DNA がインサートされたプ
ラスミドと、セルフライゲーションによってインサートされなかったプラスミドを区
別するため、遺伝子マーカーとして X-gal を用い、DNA が組み込まれなかったプラス
ミドを受容した大腸菌コロニーを青色に呈色させた。 
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② インサートチェック 
 
コロニーを形成した大腸菌のクローンが、目的の DNA がインサートされたプラスミ
ドを受容しているかどうかは、X-gal による色の識別によって判断した。今回用いた
T－Vector には X－gal を基質とするβ－ガラクトシダーゼの遺伝子を含んでおり、X
－gal を培地に加えておくと X－gal が変色して青色に変化するので、この遺伝子を持
った大腸菌は青色のコロニーを形成する。その遺伝子は PCR 生成物がインサートされ
る箇所に存在するため、DNA がインサートされた場合、X－gal を基質とする遺伝子が
ないためβ－ガラクトシダーゼは不活性化され、色の変化は見られない。この色によ
るスクリーニングで、コロニーの識別を行った。しかし、この色による識別だけでは、
目的の長さの DNA が挿入されているかは判断できないため、実際に PCR を行い、イン
サートチェックを行った。目的の 110bp の DNA はプラスミドのマルチクローニングサ
イト中に組み込んだため、その両端に相補的な配列のプライマーを用いると、目的の
DNA が組み込まれている場合 300 bp の PCR 生成物が確認できる。一方、セルフライゲ
ーションにより DNA が組み込まれなかった場合、短い鎖長の DNA のみが増幅し 190 bp
の DNA が合成される(Fig.2－12)。 
 
Fig. 2-12 インサートチェックの概要 
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培養した大腸菌を直接鋳型に用いて PCR を行い、2%アガロースゲル電気泳動によって
生成物の確認を行った。そのインサートチェックの結果の一例を以下に示した(Fig.2
－13)。明らかに 110 bp 以外の DNA が組み込まれているもの(レーン 1、3、8)や、プ
ラスミドが受容されておらずバンドが現れなかったもの(レーン 13)についてはこれ
以上の操作を行わなかった。PCR アッセイ法により完全長の生成物が確認された酵素/
基質三リン酸 1組において 3クローンずつ、合計 96サンプルを配列解析した。 
 
 
Fig. 2-13 インサートチェック 
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③ 配列解析 
 
 得られたプラスミド DNA の配列解析はタカラバイオ株式会社に依頼した。その結果
を以下に示す(Table 2－1)。興味深いことに、変異は修飾 dTTP アナログを用いた場
合よりも、修飾 dCTP アナログを用いた場合の方が、より頻度が高かった。Vent (exo-) 
DNA ポリメラーゼは幅広い修飾ヌクレオシド三リン酸を基質とし、完全長の生成物を
与えたが、TAF、TPR、CAF、CPR、CPN、CA6 あるいは CCN を基質として用いた場合、変
異が起きていることが明らかになった。 
 
DNA 
Polymerase Clone Base Mutation Clone Base Mutation Clone Base Mutation 
Taq          
 1 TAF none 7 TPR none 13 CPR none 
 2 TAF none 8 TPR none 14 CPR none 
 3 TAF none 9 TPR none 15 CPR 61(A/T)→(G/C) 
 4 TCN none 10 CAF none 16 CCN none 
 5 TCN none 11 CAF none 17 CCN none 
 6 TCN none 12 CAF none 18 CCN none 
Tth          
 19 TAF none 24 TPR 50(G/C)→(A/T) 29 CAF none 
 20 TAF none 25 TCN none 30 CAF none 
 21 TAF 45(T/A)→(C/G) 26 TCN none 31 CCN none 
 22 TPR none 27 TCN none 32 CCN none 
 23 TPR none 28 CAF none 33 CCN 59 (A/T)→(G/C) 
Vent(exo-)          
 34 TAF 78 (G/C)→(T/A) 47 CPR 39 (G/C)→(A/T) 58 CCN 44 (G/C)→(A/T) 
 35 TAF 31 (T/A)→(A/T) 48 CPR 40 (C/G)→(T/A) 59 CCN 44 (G/C)→(A/T) 
 36 TAF 70 (G/C)→(T/A)   57 (C/G)→(T/A) 60 CCN 40 (C/G)→(T/A) 
   78 (G/C)→(A/T) 49 CPN 84 (C/G)→(A/T)   73 (G/C)→(A/T) 
 37 TPR none 50 CPN 63 (G/C)→(A/T)    
 38 TPR none   85 (G/C)→(A/T)    
 39 TPR 32 (A/T)→(G/C) 51 CPN 33 (G/C)→(C/G)    
 40 TG6 none   49 (T/A)→(A/T)    
 41 TG6 none   82 (G/C)→(A/T)    
 42 TG6 none 52 CA6 none    
 43 CAF none 53 CA6 none    
 44 CAF none 54 CA6 64 (C/G)→(G/C)    
 45 CAF 47 (G/C)→(A/T)   81 (C/G)→(G/C)    
   67 (C/G)→(A/T) 55 CG6 none    
   81 (G/C)→(C/G) 56 CG6 none    
 46 CPR none 57 CG6 none    
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KOD Dash          
 61 TAF none 70 TCN none 78 CA6 72 (T/A)→(A/T) 
 62 TAF none 71 TCN none 79 CG6 none 
 63 TAF none 72 TCN none 80 CG6 none 
 64 TPR none 73 CAF none 81 CG6 56 (G/C)→(A/T) 
 65 TPR none 74 CAF none 82 CCN none 
 66 TPR 78 (G/C)→(A/T) 75 CAF 52 (C/G)→(T/A) 83 CCN 45 (T/A)→(C/G) 
 67 TG6 none   71 (G/C)→(A/T) 84 CCN 61 (A/T)→(G/C) 
 68 TG6 none 76 CA6 none   85 (G/C)→(A/T) 
 69 TG6 none 77 CA6 none    
KOD(exo-)          
 85 TPR none 89 TG6 none 93 CA6 84 (C/G)→(T/A) 
 86 TPR none 90 TG6 none 94 CG6 none 
 87 TPR none 91 CA6 none 95 CG6 none 
 88 TG6 none 92 CA6 none 96 CG6 none 
 
Table 2-1 配列解析の結果 
 
特に、TAF、CPN、CCN を用いた場合、修飾 DNA 生成物の全ての配列において 1つある
いはそれ以上の変異が起きていた。さらに、この配列解析で、修飾基の導入部位だけ
でなく天然型導入部位においても変異が起こっていることが分かった。これはおそら
く、天然型導入部位の傍に修飾基が存在しているからであると考えられる。Vent 
(exo-)DNAポリメラーゼと同じファミリーBに属するKOD Dash及び KOD (exo-)は Vent 
(exo-)に比べて修飾基の導入された基質を幅広く受け入れないが、変異の頻度はより
少なかった。 
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2－3 塩基部位修飾ヌクレオチド用いた反応速度論的解析 
 
Ⅰ スタンディング・スタート法による反応速度論的解析 
 
塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いて PCR を行うと、基質濃度が十分に過剰
であるにも関わらず、PCR 生成物の収量は天然ヌクレオシド三リン酸を用いた PCR に
比べて低下する傾向がある。その原因として、修飾ヌクレオチド三リン酸の化学構造
やその挿入箇所が DNA ポリメラーゼに何らかの影響を与えていることが考えられる。
そこで、本実験系では、その原因として考えられる導入された修飾ヌクレオシドの挿
入箇所や化学構造が DNA ポリメラーゼ反応に与える影響に着目した。 
ここに本実験系の概略図を示した(Fig. 2－14)。ここで用いた修飾基 TA6 は、
Vent(exo-) DNA ポリメラーゼや KOD(exo-) DNA ポリメラーゼが触媒する PCR の基質と
して受容されることが分かった(第 2 章 2－2－1)。TA6は数ある修飾 TTP アナログの
中でも完全長の PCR 生成物を収率よく与えるため、当研究室ではこの TA6の骨格を基
盤とした修飾 TTP アナログを合成し、これらを PCR の基質として用いている。そこで、
TA6の速度論的解析を行うことにより、類似の化学構造を有する修飾 TTP アナログにも、
これらの知見が活かせると考え、この修飾基を選択した。酵素は Vent(exo-) DNA ポ
リメラーゼや KOD(exo-) DNA ポリメラーゼとした。本実験系では伸長生成物の生成速
度を測定するため、エキソヌクレアーゼ活性を備えた DNA ポリメラーゼを用いると伸
長生成物の定量が困難になる。そこで、遺伝子操作によってエキソヌクレアーゼ活性
を除去した、これらの酵素を選択した。反応速度は 1 塩基目の導入速度を測定した。
今回、我々は修飾基がプライマー鎖側あるいは鋳型鎖側に存在する場合にポリメラー
ゼ反応に影響を与えるかを調査するため、導入する基質三リン酸は TTP 及び、TA6 あ
るいは dATP とした。 
 
Fig. 2-14 スタンディング・スタート法の概要 
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プライマー鎖側に修飾ヌクレオチドを含むオリゴ DNA を用いたプライマー伸長反応 
 
① プライマーとテンプレート配列 
 
修飾塩基が組み込んだプライマー鎖と鋳型鎖の塩基配列を示した。プライマーは
3’末端がチミジン(T)の 3 塩基連続配列である P0、修飾チミジン(t)が 1 塩基組み込
まれた P1、2 塩基組み込まれた P2 の 25mer オリゴ DNA を用いた。これらのプライマ
ー鎖は反応の進行の確認と生成物の定量のために 5’末端は FAM で蛍光標識化した。
鋳型鎖はこれら 3 種類のプライマー鎖に相補的なアデニン(A)の 4 塩基連続配列を含
む 31mer オリゴ DNA を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-15 修飾チミジンを組み込んだプライマーと鋳型の配列 
 
 
 
② プライマーP1 を用いたプライマー伸長反応 
 
Fig. 2－15 で記載したプライマー鎖と鋳型鎖、酵素に Vent(exo-) DNA ポリメラー
ゼや KOD(exo-) DNA ポリメラーゼ、基質には天然型チミジン三リン酸(TTP)もしくは
修飾型チミジン三リン酸(TA6)を使用し、プライマー伸長反応を行った。反応はチミジ
ン或いは修飾チミジンが 1塩基だけ伸長する反応を経時的に行い、液体チッソを用い
た瞬間凍結によって反応を経時的に停止させた。 
ここに、例として DNA ポリメラーゼに Vent(exo-) DNA ポリメラーゼ、プライマーP1、
テンプレート A、そして基質三リン酸に TA6を用いてプライマー伸長反応を行ったとき
の反応条件を示した(Fig. 2－16)。ここから先はこの反応液を用いて一連の操作を行
った結果について説明する。 
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Fig. 2-16 プライマーP1 を用いたプライマー伸長反応の反応条件 
 
 
 
③ ゲル電気泳動 
 
サンプリングした反応液は、20%変性ポリアクリルアミド電気泳動により未反応の
プライマー鎖と生成物を分離させた。ゲルイメージは 488 nm のレーザー照射によっ
て励起し、可視化してモレキュラーイメージャーに記録した。生成物の定量はそれぞ
れのバンド強度を求め、以下の式により算出した。 
 
 
 
 
Fig. 2-17 伸長生成物の割合を求める式 
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例として Fig. 2－16 の条件で反応液を調製し、7M Urea 20%変性ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動を行ったときのゲル写真を示した。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-18 ゲル電気泳動写真 
 
 
 
④ 伸長生成物の生成速度 
 
横軸に反応時間、縦軸に得られた伸長生成物の割合をプロットしたグラフを以下に
示す(Fig. 2－19)。生成物の割合は、反応時間に伴って増加し、基質である TA6 の濃
度[S]に依存して伸長生成物は増加していった。 
KMと Vmaxを算出するため、基質濃度を 3μMから 200μMまで変化させて各基質濃度
における反応速度ｖを求めた。このとき、伸長生成物が 25%以上のプロットを削除し
た。得られた直線の傾きは各濃度における伸長生成物の生成速度を表している。それ
ぞれの直線はすべて高い相関係数を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-19 伸長生成物の生成速度の算出 
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⑤ Lineweaver-Burk プロット 
 
得られた反応速度 v および基質濃度[S]から、横軸を 1/[S]、縦軸を 1/v として
Lineweaver-Burk プロットを行い、回帰直線を求めた。この直線の y 切片は 1/Vmax、
そして直線の傾きは KM /Vmaxを表す。得られた値から KMと Vmaxをそれぞれ算出した。 
この直線の相関係数は 0.99 を上回る高い値をとったことから、今回用いた反応系
が酵素反応の解析において精度の良いものであることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-20 Lineweaver-Burk プロット 
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⑥ プライマーP0-P2を用いたときの相対触媒効率 
 
プライマー伸長鎖側に修飾基を含む P1、P2、酵素に Vent(exo-) DNA ポリメラーゼ
を使用してプライマー伸長反応を行ったときの結果を示した(Fig. 2－21)。ここで、
P0 に天然型のチミジン三リン酸[TTP]を用いてチミンを伸長させたときの反応速度定
数を１とし、得られた KMと Vmaxの値から相対反応速度 krelと相対触媒効率(krel/KM)rel
をそれぞれ算出した。その結果、P0 に TTP 或いは TA6を用いて反応を行った場合、そ
れらの相対触媒効率はほぼ同等だった。また、P1 及び P2 を用いた場合、天然型のチ
ミジン三リン酸[TTP]を導入した場合と修飾チミジン三リン酸[TA6]を導入した場合で、
相対触媒効率は著しく低下した。ここで、相対触媒効率をプライマー伸長末端の修飾
チミジンの数に対してプロットすると、3’末端修飾チミジンの数に伴って相対触媒
効率は指数関数的に減少していた。また、DNA ポリメラーゼを KOD(exo-) に代えた場
合でも、同様の実験結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-21 Vent(exo-) DNA ポリメラーゼとプライマー鎖側に修飾基を含むオリゴ DNA を用いた
ときの相対触媒効率の変化 
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Fig. 2-22 KOD(exo-) DNA ポリメラーゼとプライマー鎖側に修飾基を含むオリゴ DNA を用いたと
きの相対触媒効率の変化 
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鋳型鎖側に修飾ヌクレオチドを含むオリゴ DNA を用いたプライマー伸長反応 
 
① プライマーとテンプレート配列 
 
天然型プライマー鎖と修飾塩基を組み込んだ鋳型鎖の塩基配列を示した。プライマ
ー鎖の 3’末端はアデニン(A)の 3塩基連続配列であり、反応の進行の確認と生成物の
定量のために 5’末端は FAM で蛍光標識化した 25 mer のオリゴ DNA を用いた。鋳型鎖
には天然型のオリゴ DNA(T0)と、伸長末端から数えて 1塩基目(T1)、2塩基目(T2)、3
塩基目(T3)に修飾チミジン(t)がそれぞれ組み込まれた31 merのオリゴDNAを用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-23 プライマーと修飾塩基を組み込んだ鋳型の配列 
 
 
② テンプレート T2 を用いたプライマー伸長反応 
 
Fig. 2－23 で記載したプライマー鎖と鋳型鎖、酵素に Vent(exo-) DNA ポリメラー
ゼや KOD(exo-) DNA ポリメラーゼ、基質には天然型デオキシアデノシン三リン酸
(dATP)を使用し、プライマー伸長反応を行った。反応はアデニンが 1塩基だけ伸長す
る反応を経時的に行い、液体チッソを用いた瞬間凍結によって反応を経時的に停止さ
せた。 
ここに、例として DNA ポリメラーゼに Vent(exo-) DNA ポリメラーゼ、プライマーPA、
テンプレートT2を用いてプライマー伸長反応を行ったときの反応条件を示した(Fig. 
2－24)。ここから先はこの反応液を用いて一連の操作を行った結果について説明する。 
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Fig. 2-24 テンプレート T2 を用いたプライマー伸長反応の反応条件 
 
 
 
② ゲル電気泳動 
 
サンプリングした反応液は、20%変性ポリアクリルアミド電気泳動により未反応の
プライマー鎖と生成物を分離させた。ゲルイメージは 488 nm のレーザー照射によっ
て励起し、可視化してモレキュラーイメージャーに記録した。生成物の定量はそれぞ
れのバンド強度を求め、Fig.2－17 に示した式により算出した。 
例として Fig. 2－24 の条件で反応液を調製し、7M Urea 20%変性ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動を行ったときのゲル写真を示した(Fig2－25)。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-25 ゲル電気泳動写真 
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③ 伸長生成物の生成速度 
 
横軸に反応時間、縦軸に得られた伸長生成物の割合をプロットしたグラフを以下に
示す。生成物の割合は、反応時間に伴って増加し、基質である dATP の濃度[S]に依存
して伸長生成物は増加していった。また、基質濃度が高濃度(800～400μM)のとき、
反応時間を長くしていくと反応速度は一定値へと漸近していった。 
KMと Vmaxを算出するため、基質濃度を 3μM から 200μM まで変化させて各基質濃度に
おける反応速度ｖを求めた。このとき、伸長生成物が 25%以上のプロットを削除した。
得られた直線の傾きは各濃度における伸長生成物の生成速度を表している。それぞれ
の直線はすべて高い相関係数を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-26 伸長生成物の生成速度の算出 
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④ Lineweaver-Burkプロット 
 
得られた反応速度 v および基質濃度[S]から、横軸を 1/[S]、縦軸を 1/v として
Lineweaver-Burk プロットを行い、Fig. 2－19 と同様に回帰直線を求めた。得られた
値から KMと Vmaxをそれぞれ算出した。Lineweaver-Burk プロット 
この直線の相関係数は 0.95 を上回る値をとったことから、この場合の反応系も酵素
反応の解析においてある程度精度の良いものであることを示唆している。この一連の
操作を、各鋳型を用いてアデニンが伸長する実験を行い、それぞれの KMと Vmaxを算出
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-27 Lineweaver-Burk プロット 
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⑤ テンプレート T0-T3 を用いたときの相対触媒効率 
 
鋳型鎖側に修飾基を含む T1、T2、T3、酵素に Vent(exo-) DNA ポリメラーゼを使用
してプライマー伸長反応を行ったときの結果を示した(Fig. 2－28)。ここで、T0に天
然型のデオキシアデノシン三リン酸[dATP]を用いてアデニンを伸長させたときの反
応速度定数を１とし、得られた KM と Vmax の値から相対反応速度 krel と相対触媒効率
(krel/KM)rel をそれぞれ算出した。ここで、相対触媒効率をテンプレート内の修飾チミ
ジンの数に対してプロットしたところ、修飾プライマーを用いたときとは対照的に、
修飾チミジンの数は相対触媒効率にほとんど影響を与えなかった。また、DNA ポリメ
ラーゼを KOD(exo-) DNA ポリメラーゼに代えた場合でも、同様の実験結果が得られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-28 Vent(exo-) DNA ポリメラーゼと修飾塩基を組み込んだ鋳型を用いたときの相対触媒
効率の変化 
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Fig. 2-29 KOD(exo-) DNA ポリメラーゼと修飾塩基を組み込んだ鋳型を用いたときの相対触媒効
率の変化 
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⑦ 考察 
 
本実験系では塩基部位修飾ヌクレオチドを含むプライマー鎖や鋳型鎖を用いてプ
ライマー伸長反応を行い、修飾ヌクレオチドの挿入箇所や導入する修飾ヌクレオシド
三リン酸の化学構造が DNA ポリメラーゼ反応に与える影響を速度論的に解析した。 
修飾チミジンを組み込んだ鋳型鎖を用いてアデニンを導入するプライマー伸長反
応の相対触媒効率を求めたところ、鋳型鎖側の修飾塩基は相対触媒効率にあまり影響
を与えなかった。さらに、4 連続修飾チミジンが導入された場合でも、天然型鋳型鎖
と比べて、あまり差がないことが分かった。この結果から、鋳型鎖側に修飾ヌクレオ
チドが存在する場合、天然型鋳型鎖と比べて鋳型鎖として同等の作用をすることが分
かった。一方、修飾チミジンを組み込んだプライマー鎖を用いてチミジン或いは修飾
チミジンを導入するプライマー伸長反応を行い、その反応の相対触媒効率を求めたと
ころ、伸長末端の修飾チミジンの数に伴って相対触媒効率は指数関数的に減少した。
この結果から、プライマー伸長末端に連続的に付加された修飾チミジンの化学構造が
DNA ポリメラーゼ反応に大きく影響を及ぼしていることがわかった。さらに興味深い
ことに、天然型のプライマーP0 に天然型チミジン三リン酸[TTP]もしくは修飾チミジ
ン三リン酸[TA6]を導入した場合、相対触媒効率はほぼ同等だった。これは、基質三リ
ン酸の化学構造はDNAポリメラーゼ反応に影響を与えないことがわかった。以上より、
伸長末端側に於ける化学構造が、最も DNA ポリメラーゼ反応に影響を与えていること
を明らかにした(Fig. 2－30)。 
 
 
Fig. 2-30 まとめのグラフ 
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Ⅱ 酵素濃度を変化させた反応速度論的解析 
 
 スタンディング・スタート法の結果より、修飾ヌクレオチドがテンプレート鎖側に
1つ、2 つ、3 つと存在する時には、触媒効率の減少はあまり見られなかった。一方、
修飾ヌクレオチドがプライマー鎖側に 1つ、2 つと存在する場合、反応速度の著しい
減少が見られた。このポリメラーゼ反応に影響を与える原因は修飾ヌクレオチドの挿
入箇所、配向あるいは DNA ポリメラーゼとプライマー・鋳型鎖との結合親和性の低下
などが考えられる。そこで、これらの要因を精査するために、修飾ヌクレオチド挿入
箇所や配向を変化させた修飾プライマー鎖及び、修飾鋳型鎖を用いて酵素濃度を変化
させた反応速度論的解析を行った。 
ここに本実験系の概略図を示した(Fig. 2－31)。本実験系もスタンディング・スタ
ート法と同じ塩基部位修飾ヌクレオチドを用いた。反応速度は dATP を 2 塩基ランニ
ングさせ、3塩基目の dGTP の導入速度を測定した。このランニング部位を持たせるこ
とで、DNA ポリメラーゼのプライマー/鋳型鎖コンプレックスからの解離を確認するこ
とが可能となる。また、DNA ポリメラーゼとプライマー/鋳型鎖コンプレックスの結合
親和性の影響も調査するために、本実験系は酵素濃度を変化させた方法を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-31 酵素濃度を変化させた反応速度論的解析の概略図 
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① プライマーと鋳型鎖 
 
以下に本実験で用いた配列(a)、修飾アナログの挿入箇所(b)、配向の立体模型(c)
及び、挿入された修飾アナログの化学構造(d)を示した(Fig. 2－32)。プライマー鎖
3’側から修飾ヌクレオチドの配向を見た場合、P0と P-4、T+2 は修飾基がほぼ反対側
に突出している。P-8 は P0 と T+2 との間に、T-1 は P-8 の反対側に修飾ヌクレオチド
が突出していることが図 1の c)から明らかである。また、この修飾ヌクレオチドを含
む修飾プライマー鎖(P0, P-4, P-8)及び、修飾鋳型鎖(T-1, T+2)の配列は表 1に示し
た。伸長生成物の検出と定量のために、プライマー鎖の 5’末端は 6-FAM により蛍光
標識した。各プライマー鎖及び、鋳型鎖内に挿入された修飾ヌクレオチドは’t’と
して表した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-32 配列(a)、修飾基の挿入箇所(b)、配向(c)   
及び、塩基部位修飾ヌクレオチドの化学構  
造(d) 
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② 実験方法 
 
まず、プライマー鎖、鋳型鎖及び、DNA ポリメラーゼなどを含むプレミックスを調
製し、サーマルサイキュラーにセットした。それを加熱してプライマー鎖と鋳型鎖を
解離し、室温でプライマー鎖と鋳型鎖を 1 時間アニーリングさせた。続いて、0.002
～0.0045u/μL までの酵素濃度で Vent (exo-) DNA ポリメラーゼを加え、40℃でプラ
イマー伸長反応させ、液体チッソを用いた瞬間凍結によって反応を経時的に停止させ
た。その後、20%変性ポリアクリルアミド電気泳動により未反応のプライマー鎖と生
成物を分離した。反応速度は相対バンド強度から求めた生成物の割合を縦軸に、時間
を横軸にとり、反応の進行をプロットして算出した。それぞれの酵素濃度から算出し
た反応速度を縦軸に、酵素濃度を横軸にとり、それぞれの修飾プライマー鎖及び、修
飾鋳型鎖を用いたプライマー伸長反応をプロットした。 
 
 
Fig. 2-33 実験方法 
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③ 実験結果 
 
 各修飾プライマー鎖、修飾鋳型鎖を用いて酵素濃度を変化させた反応速度論的解析
を行った結果を以下に示す(Fig. 2－34)。修飾プライマー鎖(P-4、P-8)及び修飾鋳型
鎖(T-1、T+2)を用いた場合、未修飾のプライマー鎖/鋳型鎖(P)を用いた場合とほぼ同
じ曲線を描いた。一方、末端に修飾ヌクレオチドを含むプライマー鎖(P0)は右にシフ
トしていることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-34 酵素濃度を変化させた反応速度論的解析 
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④ 考察 
 
 本実験系では、スタンディング・スタート法から得られた知見の精査のため、修飾
ヌクレオチドの配向 a)、挿入箇所 b)及び、DNA ポリメラーゼとプライマー/鋳型鎖コ
ンプレックスとの結合親和性 c)の 3 つの要因を考慮した反応速度論的解析を行った。
この 3つの点から、本実験系で得られた結果を考察する。 
a) P0 の修飾基の配向はそれ以外のプライマー鎖及び、鋳型鎖と比べて 90 度あるい
は、180 度反対方向に突出している。もし、修飾ヌクレオチドの配向がポリメラーゼ
反応に影響を及ぼすならば、P-8 や T-1 も図 3 の曲線が若干、右にシフトすることが
考えられる。しかし、Fig.2－34 のグラフから、P0のみがシフトしていたことから修
飾ヌクレオチドの配向がポリメラーゼ反応に影響を与えていることは考え難い。 
b) P0 の修飾ヌクレオチドはプライマー鎖側に存在する。修飾ヌクレオチドがプライ
マー鎖側に存在する場合、反応速度に影響を与えるならば P-4 及び、P-8 も図 3 の曲
線が右にシフトするはずである。しかし、Fig. 2－34 のグラフから、P0 のみがシフ
トしていたことから、修飾ヌクレオチドが伸長末端に存在する場合のみ反応速度に影
響を与えることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-35 修飾基の配向と挿入箇所 
 
c) P0 は他のプライマー鎖、鋳型鎖と同じ酵素濃度にしても反応速度の増大は見られ
なかった。これは、DNA ポリメラーゼと P0/鋳型鎖コンプレックスの結合親和性の減
少あるいは、伸長末端における二重鎖 DNA の不安定化が考えられる。そこで、二重鎖
DNA の末端構造の熱安定性がプライマー伸長反応の速度に与える影響を調べるために、
Fig. 2－36 に示した、配列が同じ二重鎖 DNA の熱安定性の測定をおこなった。Ⅰは天
然型二重鎖 DNA、Ⅱは伸長末端のテンプレート側に、Ⅲは伸長末端のプライマー側に
修飾ヌクレオチドが存在していると想定した二重鎖 DNA である。それぞれの二重鎖
DNA の各濃度での融解曲線から融解温度を求めギブスエネルギーを算出した。天然型
二重鎖 DNA に比べ、配列Ⅱの二重鎖 DNA においては修飾基の存在は熱安定性に影響を
与えなかった。一方、配列Ⅲの二重鎖 DNA はギブスエネルギーの若干の増加が見られ
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たが、あまり不安定化しないことが分かった。これより、伸長鎖末端の二重鎖構造不
安定化がポリメラーゼ反応に影響を与えることは考えられない。 
一方、P0は酵素濃度を濃くすることで反応速度は回復している。これは酵素濃度が薄
い場合、DNA ポリメラーゼはプライマー鎖/鋳型鎖コンプレックスから脱離した後、次
の酵素が結合するまで時間がかかるが、酵素濃度を濃くすることで脱離した後、直ぐ
に次の酵素がプライマー/鋳型鎖に結合するため、見かけ上解離していないことを示
している。つまり、伸長末端に修飾ヌクレオチドが存在する場合(P0)、プライマー鎖
/鋳型鎖の結合親和性の低下させるため反応速度が減少していると示唆される。 
 以上をまとめると、反応速度を減少させる要因は修飾ヌクレオチド配向や挿入箇所
ではなく、伸長鎖末端に存在する修飾ヌクレオチドが原因で生じた、DNA ポリメラー
ゼとプライマー鎖/鋳型鎖の結合親和性の低下であることが特定できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-36 二重鎖 DNA の熱安定性の測定 
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第3章  糖部位修飾ヌクレオチドを用いたポリメラーゼ反応 
 
3－1 はじめに 
 
有害な遺伝子の発現を特異的に抑制するアンチセンス分子や分子干渉性
RNA(small interfering RNA; siRNA)分子などの開発のために、これまでに種々の糖
部位修飾ヌクレオチが合成された(Fig.3-1)。ヌクレオシド S1，S2 を導入したオリゴ
核酸分子は、天然型の DNA や RNA に比べて、標的 RNA に対する結合親和性はあまり向
上しないが、ヌクレアーゼに対して強い耐性を示す。また、フラノース型からピラノ
ース型へ置換したヌクレオシド S3 は、標的 RNA に対する結合親和性とヌクレアーゼ
耐性の両方に優れている。さらに、多環式ヌクレオシド S4 や縮合二環状ヌクレオシ
ド S5 などユニークな構造も報告されている。今西・小比賀らは 2’-4’架橋型ヌクレ
オシド(S6-S8 など)を含むオリゴ核酸分子(Bridged Nucleic Acid; BNA)を世界に先駆
けて開発した(75,76)。この修飾ヌクレオシドは強固な N型配座をとるため、これらを含
むオリゴ核酸分子は標的 RNA に対して高い結合親和性を示す。さらに、ヌクレアーゼ
耐性にも優れ、水溶性も高いため核酸医薬としての応用が試みられている。 
本章では、将来核酸医薬としての応用が特に有望な架橋型ヌクレオシド(S6,S7 お
よび S8)のチミジン誘導体を原料として糖部位修飾基質三リン酸および修飾鋳型 DNA
を合成し実験に用いた。尚、本項は大阪大学薬学研究科今西・小比賀らの研究グルー
プとの共同研究として行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-1 塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸の例 
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3－2 糖部位修飾ヌクレオチドを含む鋳型 DNA を用いたプライマー伸長反応 
 
① 配列及び、糖部位修飾ヌクレオチドの化学構造 
 
 3 種類の糖部位修飾アナログ K、L及び、M が鋳型鎖側に存在する場合、修飾ヌクレ
オチドの挿入箇所や化学構造がポリメラーゼ反応に与える影響を調査するためにプ
ライマー伸長反応による検討を行った。プライマー伸長反応に用いた鋳型鎖を以下に
示した(Fig. 3-2)。プライマーP及び、鋳型鎖 TNは天然型オリゴ DNA である。プライ
マーPの 5’末端は検出及び、定量のために 6-カルボキシフルオレセイン(FAM)でラベ
ル化した。鋳型鎖 TK3、TK2 及び、TK1 は修飾ヌクレオチド Kを 3 塩基、2 塩基及び 1
塩基間隔で挿入した。また、TK、TL、TM は修飾ヌクレオチド K、L、M をそれぞれ 7
連続で含む修飾鋳型鎖である。プライマー伸長反応に用いた酵素には KOD Dash DNA
ポリメラーゼと近年、ブリッジタイプ修飾ヌクレオシド三リン酸を基質として認識す
ると報告された Phusion DNA ポリメラーゼとした(49)。さらに、酵素濃度は推奨の酵素
濃度(normal concentration)とそれよりも高い酵素濃度(high concentration)の 2種
類とした。この推奨の酵素濃度とは天然型 DNA 鋳型鎖から天然型 DNA を調製する際に
推奨される酵素濃度である。 
Fig. 3－2 配列及び、糖部位修飾ヌクレオチドの化学構造 
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② 実験方法 
 
 プライマー伸長反応はプライマー鎖、鋳型鎖及び、DNA ポリメラーゼなどを含む反
応液を調製し、サーマルサイキュラーにセットした。それを 1.5 分間加熱してプライ
マー鎖と鋳型鎖を解離し、0.5 分間プライマー鎖と鋳型鎖をアニーリングさせ、DNA
ポリメラーゼによる伸長反応を 5 分間行った。その後、20%変性ポリアクリルアミド
電気泳動により未反応のプライマー鎖と生成物を分離した。ゲルイメージは 488 nm
のレーザー照射によって励起し、可視化してモレキュラーイメージャーで記録した。
生成物の定量はそれぞれのバンド強度から算出した。 
 
Fig. 3－3 実験手順 
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③ KOD Dash DNA ポリメラーゼによるプライマー伸長反応 
 
 まず、KOD Dash DNA ポリメラーゼを用いてプライマー伸長反応を行った結果を以下
に示す(Fig. 3－4)。上の図は推奨の酵素濃度(normal concentration)、下の図はそ
れよりも高い酵素濃度(high concentration)でポリメラーゼ反応を行ったゲル写真で
ある。レーン 1は鋳型鎖を含まない反応液であるネガティブコントロール、レーン 2
は天然型鋳型鎖を用いた反応液であるポジティブコントロール。レーン 3からレーン
8は TK3、TK2、TK1、TK、TL、TM を鋳型鎖とした反応液である。酵素濃度を増加させ
ることで、より伸長した生成物が得られることが分かった。また、7 連続で修飾ヌク
レオチドを含む TK、TL、TM を鋳型鎖として使用した場合、完全長の生成物は確認で
きなかった。 
 
Fig. 3－4 KOD Dash を用いたプライマー伸長反応 
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④ Phusion DNA ポリメラーゼによるプライマー伸長反応 
 
次に、Phusion DNA ポリメラーゼを用いてプライマー伸長反応を行った結果を以下
に示す。上の図は推奨の酵素濃度でのゲル写真、下の図は高酵素濃度でのゲル写真で
ある。レーン 5を除き、酵素濃度の増加はポリメラーゼ反応を阻害しているように見
える。これは Phusion DNA ポリメラーゼの 3’ ‒ 5’エキソヌクレアーゼ活性による
影響であると考えられる。酵素濃度を高くした場合、レーン 3とレーン 5は完全長ま
で伸長した生成物が得られることが確認できた。 
 
Fig. 3－5 Phusion を用いたプライマー伸長反応 
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⑤ 酵素の種類がポリメラーゼ反応に与える影響 
 
Fig. 3－6 に示した図は、それぞれの DNA ポリメラーゼの伸長能力を比較したグラ
フである。グラフの縦軸は生成物の収量を示し、横軸は伸長した生成物の数を示して
いる。オレンジの棒は KOD Dash を用いた反応液の収量、青の棒は Phusion を用いた
反応液の収量を示している。完全長の生成物は11塩基伸長したオリゴDNAであるが、
KOD Dash を酵素として使用した場合、12 塩基まで伸長した生成物が得られた。これ
は KOD Dash の 3’末端 dA付加によるものと考えられる。 
KOD Dash を使用した場合、11あるいは 12塩基まで伸長した生成物の収量は鋳型鎖
TK3 では定量的に、鋳型鎖 TK1 を使用した場合 81%得られた。一方で、Phusion を使用
した場合、鋳型鎖 TK3 では 24%、鋳型鎖 TK1 では 4%であった。これらの結果より、修
飾鋳型鎖から天然型 DNA を得る場合、KOD Dash の方が Phusion よりも優れていること
が確認できた。 
 
Fig. 3－6 KOD Dash と Phusion DNA ポリメラーゼの比較 
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⑥ 糖部位修飾ヌクレオチドの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
 
次に、糖部位修飾ヌクレオチドの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える影響を比較
したグラフを Fig.3－7 に示す。このグラフは KOD Dash を推奨の酵素濃度(normal 
concentration)で使用した場合の結果を示す。 
 修飾鋳型鎖 TK1 は TK2 に比べ、修飾基の挿入間隔が短いにもかかわらず、TK1 を用
いたプライマー伸長反応は、より伸長した生成物を与えた。これはおそらく、修飾鋳
型鎖 TK2―伸長鎖の二重鎖コンフォメーションが DNA ポリメラーゼの DNA 結合部位と
マッチしていないためと考えられる。また、修飾鋳型鎖 TKを用いた場合 6塩基 dAの
挿入後、70%以上の伸長鎖が停止しているが明らかになった。 
 
Fig. 3－7 糖部位修飾ヌクレオチドの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
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⑦ 糖部位修飾ヌクレオチドの化学構造がポリメラーゼ反応に与える効果 
 
次に、修飾基の化学構造の違いがポリメラーゼ反応に与える影響を比較したグラフ
を Fig. 3－8 に示す。このグラフは KOD Dash を高酵素濃度(high concentration)で
用いた場合を示す。生成物の伸長数の収量は修飾鋳型鎖 TM、TL、TK の順に増加して
いることが確認できた。これは鋳型鎖上に存在する修飾糖部位の立体的な嵩高さと一
致している。さらに、酵素濃度を濃くし、TK を鋳型鎖として使用したが、伸長は 8
塩基目で停止していることがグラフより確認できた。 
 
Fig. 3－8 糖部位修飾ヌクレオチドの化学構造がポリメラーゼ反応に与える効果 
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3－3 糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いたプライマー伸長反応 
 
① 配列及び糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸の化学構造 
 
3 種類の糖部位修飾ヌクレオチド KTP、LTP 及び、MTP を合成し、伸長鎖側に糖部位
修飾ヌクレオチドが存在する場合、ポリメラーゼ反応に与える影響を調査するために
プライマー伸長反応による検討を行った。プライマー伸長反応に用いた鋳型鎖を以下
に示した(Fig. 3-9)。プライマーP は修飾鋳型鎖を用いたプライマー伸長反応と同じ
天然型オリゴ DNA を用いた。鋳型鎖 TN－Aの伸長部位は導入する修飾塩基に対応させ
るため、全て Aにした。 
プライマー伸長反応に用いた酵素には KOD Dash DNA ポリメラーゼと Phusion DNA ポ
リメラーゼとした。酵素濃度は高酵素濃度(high concentration)のみとした。 
 
Fig. 3－9 配列及び糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸の化学構造 
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② 反応手順 
 
プライマー伸長反応は修飾鋳型鎖を用いたプライマー伸長反応と同じ手順で行った。
ただし、DNA ポリメラーゼによる伸長時間は 10分間とした。 
 
Fig. 3－10 反応手順 
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③ 糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いたポリメラーゼ反応 
 
糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いてプライマー伸長反応を行った結果を Fig. 
3－11 に示す。上の図は KOD Dash DNA ポリメラーゼ、下の図は Phusion DNA ポリメラ
ーゼを用いてプライマー伸長反応を行ったゲル写真である。 
KTP を用いた場合(Lane 3)、KOD Dash 及び、Phusion DNA ポリメラーゼは 2塩基あ
るいは 3塩基伸長した生成物を与えた。一方、LTP 及び MTP を用いた場合、KOD Dash
は 1 塩基伸長した生成物をわずかに与えた。また、伸長生成物の収量は KTP、MTP あ
るいは LTP の順になった。これは修飾ヌクレオチド K、L、Mを含む修飾鋳型鎖と用い
た場合と一致している。この結果から、伸長鎖側に糖部位修飾ヌクレオチドが存在す
る場合においても、修飾糖部位の立体的な嵩高さはポリメラーゼ反応に負の影響を与
えていることが確認できた。さらに、伸長鎖側に糖部位修飾ヌクレオチドが存在する
場合、鋳型鎖側に存在する場合に比べて伸長数の低下が見られた。この結果は塩基部
位修飾ヌクレオチドの場合と一致している。このことから、伸長鎖側の修飾ヌクレオ
チドの存在はポリメラーゼ反応に大きく負の影響を与えることも確認できた。 
 
Fig. 3－11 糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸を用いたポリメラーゼ反応 
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④ 考察 
 
KOD Dash DNA ポリメラーゼは糖部位修飾ヌクレオチド Kを 3つ間隔、1つ間隔に含
むそれぞれの修飾鋳型鎖を基質として認識し、推奨の酵素濃度でも完全長の生成物を
与えることが分かった。また、ポリメラーゼ反応は糖部位修飾ヌクレオチドの立体障
害に依存していることも分かった。より長い伸長生成物の収量は修飾ヌクレオチド L、
M、Kの順に大きくなっている。 
 一方、糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸の酵素的導入において、より長い伸長生成
物の収量も LTP、MTP、KTP の順であることが分かった。これは修飾ヌクレオチド K、L、
M を含む修飾鋳型鎖の結果と一致している。このことより、糖部位修飾ヌクレオシド
三リン酸アナログを酵素的に導入する場合も糖部位の立体的な嵩高さがポリメラー
ゼ反応に負の影響を与えることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3－12 糖部位修飾ヌクレオチド 
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第4章 リン酸部位修飾ヌクレオチドを用いたポリメラーゼ反応 
 
4－1 はじめに 
 
糖部位の修飾と同様にリン
酸部位の修飾も、修飾基の化学
構造によってはヌクレアーゼ
耐性や相補 RNA に対する結合
親和性の向上もたらす(Fig. 4
－1)。アンチセンス法に利用で
きる修飾オリゴヌクレオチド
を開発する 
ために、Freier らは、リン酸部位修飾ヌクレオチドを含む 17 mer のオリゴ DNA を設
計・合成し、相補 RNA との結合親和性を熱融解曲線の測定によって調べた(102)。その
中で、相補 RNA と結合親和性を高めたリン酸部位修飾ヌクレオチドの骨格は、アミド
結合を有する F1 と F2 およびヒドロキシルアミン結合を有する F3 であった。これら
の修飾基を含むオリゴDNAは一本鎖状態で糖のパッカリング様式がN型コンフォメー
ションを好むため、相補 RNA と二重鎖を形成したときに安定な A型二重らせん構造を
とると考えられている。そこで本章では、高いヌクレアーゼ耐性が期待されるリン酸
部位修飾 DNA を Non－SELEX セレクション法に応用できるかどうか検討するために、
リン酸ジエステル結合をアミド結合やアミン結合に置換したリン酸部位修飾オリゴ
DNA を合成し、リン酸部位の修飾がポリメラーゼ反応に及ぼす影響を精査した。 
本章で扱う修飾オリゴ DNA のモノマーは Scheme 4-1 に従って合成した。まず、チ
ミジンを原料として、チミジンの 3’水酸基を TBDMS 保護し、5’水酸基をア 
ジド化した後、パラ
ジウムカーボンによ
る水素添加を経て、
5’アミノチミジン
(P1)を合成した。一
方、3’メチルアルデ
ヒドチミジン(P2)は
チミジンの 5’水酸
基を TBDMS 保護し、
3’水酸基をチオカ
ルボニルジイミダゾ
ールによって活性化
し、その活性化部位
とアリル基の置換 
 
 
Fig. 4-1 リン酸部位修飾ヌクレオチドの例 
Scheme 4-1 リン酸部位修飾ヌクレオチドのモノマー合成 
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を経て、四酸化オスミウムによる酸化反応の 4ステップで合成した。得られた化合物
(P2)は NaBH3CN 存在下で化合物(P1)とカップリングし、化合物(P3)を合成した。生成
した二級アミンをトリフルオロアセチル基(Tfa)で保護しTBDMS基を除去した後、DMTr
化およびアミダイト化を経て、チミジンアナログ (P4)を得た。一方、P2 のアルデヒ
ド基を酸化することにより、3’メチルカルボキシルチミジン(P5)を得た。化合物(P5)
は、縮合剤存在下で化合物(P1)とカップリングし、化合物(P6)を得た。TBDMS 基の除
去及び DMTr 化、アミダイト化を経て、チミジンアナログ(P7)を合成した。合成した
化合物(P4)および(P7)は、DNA 固相合成法によってオリゴマー化した。 
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4－2 リン酸部位修飾ヌクレオチドを含む鋳型 DNA を用いたプライマー伸長反応 
 
① 配列及び、修飾ヌクレオチドの化学構造 
 
 2 種類のリン酸部位修飾基 h、jを持つヌクレオチドを合成し、これらの修飾基がポ
リメラーゼ反応に与える影響を調査した。h、jはリン酸ジエステル結合をアミドタイ
プリンカー、アミンタイプリンカーにそれぞれ変換したものである。 
 プライマー伸長反応に用いた鋳型鎖を以下に示した(Fig.4－2)。プライマーP及び、
鋳型鎖 TNは天然型オリゴ DNA である。プライマーPは糖部位修飾ヌクレオチドを用い
たポリメラーゼ反応と同じオリゴ DNA を用いた。鋳型鎖 Th5、Th4 及び、Th3 は修飾基
hを 5塩基、4塩基及び 3塩基間隔でそれぞれ挿入した。鋳型鎖 Tjは伸長鎖の 1塩基
目と 2 塩基目にリンカーj を 1 つだけ含むオリゴ DNA である。鋳型鎖 Tj5、Tj4、Tj3
は修飾基 j を 5 塩基、4 塩基、3 塩基間隔でそれぞれ挿入した。プライマー伸長反応
に用いた酵素にはKOD Dash DNAポリメラーゼとし、酵素濃度は推奨の酵素濃度(normal 
concentration)と高酵素濃度(high concentration)の 2種類とした。この高酵素濃度
とは推奨の酵素濃度の 50倍の酵素濃度である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4－2 配列及び、修飾ヌクレオチドの化学構造 
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② 実験手順 
 
 プライマー伸長反応はプライマー鎖、鋳型鎖及び、DNA ポリメラーゼなどを含む反
応液を調製し、サーマルサイキュラーにセットした。それを 1.5 分間加熱してプライ
マー鎖と鋳型鎖を解離し、0.5 分間プライマー鎖と鋳型鎖をアニーリングさせ、DNA
ポリメラーゼによる伸長反応を 10分間行った。その後、20%変性ポリアクリルアミド
電気泳動により未反応のプライマー鎖と生成物を分離させた。ゲルイメージは 488 nm
のレーザー照射によって励起し、可視化してモレキュラーイメージャーに記録した。
生成物の定量はそれぞれのバンド強度から算出した。 
 
 
Fig. 4－3 実験手順 
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③ アミドタイプ修飾鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応 
 
まず、アミドタイプリンカーを含む修飾鋳型鎖を用いてプライマー伸長反応を行っ
た結果を以下に示す。レーン 1は鋳型鎖を含まない反応液であるネガティブコントロ
ール、レーン 2は天然型鋳型鎖を用いた反応液であるポジティブコントロール。レー
ン 3 からレーン 5 は Th5、Th4、Th3 を鋳型鎖とし、推奨の酵素濃度(normal 
concentration)でプライマー伸長させた反応液である。レーン6からレーン8はTh5、
Th4、Th3 を鋳型鎖とし、高酵素濃度(high concentration)でプライマー伸長させた反
応液である。酵素濃度の増加により、より伸長した生成物が得られることが確認でき
た。さらに、レーン 6とレーン 8では完全長の生成物がわずかに得られた。 
 
Fig. 4－4 アミドタイプ修飾鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応 
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④ アミドタイプリンカーhの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
 
 このグラフはアミドタイプリンカーh の挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果
を比較したグラフである。グラフの縦軸は生成物の収量を示し、横軸は伸長した生成
物の数を示している。青の棒は推奨の酵素濃度(normal concentration)における反応
液の収量、オレンジの棒は高酵素濃度(high concentration)における反応液の収量を
示している。 
 全ての鋳型鎖において、ポリメラーゼは1つ目の修飾基を上手く読み飛ばしている。
酵素濃度を濃くした場合、2 つ目の修飾基もほとんど基質として認識していることが
確認できる。しかしながら、40%以上の伸長鎖は 9 塩基目で伸長が停止している。こ
れは鋳型鎖の 5’末端における二重鎖の不安定化を反映していると考えられる。 
 
Fig. 4－5 アミドタイプリンカーの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
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⑤ アミンタイプ修飾鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応 
 
 次に、アミンタイプリンカーj を含む修飾鋳型鎖を用いたプライマー伸長反応の結
果を以下に示す。レーン1は鋳型鎖を含まない反応液であるネガティブコントロール、
レーン 2は天然型鋳型鎖を用いた反応液であるポジティブコントロール。レーン 3か
らレーン 5は Tj5、Tj4、Tj3 を鋳型鎖とし、推奨の酵素濃度(normal concentration)
でプライマー伸長させた反応液である。レーン 6からレーン 8は Tj5、Tj4、Tj3 を鋳
型鎖とし、高酵素濃度(high concentration)でプライマー伸長させた反応液である。 
 酵素濃度を濃くすることで、プライマー伸長反応は大きく改善できた。さらに、レ
ーン 7では完全長の生成物を確認することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4－6 アミンタイプ修飾鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応 
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⑥ アミンタイプリンカーjの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
 
 このグラフはアミンタイプリンカーj の挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果
を比較したグラフである。これらは推奨の酵素濃度(normal concentration)で反応を
行った結果である。興味深いことに、Tjを鋳型鎖とした場合、伸長は 3塩基目、6塩
基目、9 塩基目で停止している。これは周期的な過程を示している。この現象はおそ
らく、DNA ポリメラーゼのプライマー鎖―鋳型鎖認識パターンを反映していると考え
られる。さらに 2 つのリンカーj の間隔が短くなるにつれて、3 塩基目で伸長が停止
した生成物の収量は増加している。これらの結果は一本鎖鋳型鎖上に存在する 2つ目
のリンカーjは 2 つ目の上流においてポリメラーゼ反応を著しく阻害していることを
示唆している。 
 
Fig. 4－7 アミンタイプリンカーの挿入箇所がポリメラーゼ反応に与える効果 
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⑦ 修飾リンカーhと j の化学構造の比較 
 
 このグラフはアミドタイプリンカーh とアミンタイプリンカーj の化学構造がポリ
メラーゼ反応に与える効果を比較したグラフである。これらは高酵素濃度(high 
concentration)で反応を行った結果である。アミンタイプリンカーj に比べ、アミド
タイプリンカーh の方がより伸長した生成物を与えることが確認できる。この結果は
カチオニックで柔軟なアミンタイプリンカーの方が、剛直で電荷を持たないアミドタ
イプリンカーに比べ、よりポリメラーゼ反応を阻害することを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4－8 修飾リンカーhと jの化学構造の比較 
 
 
 
 
 
 
 
 70
⑧ 考察 
 
 主鎖骨格のホスホジエステル結合をアミドタイプリンカーやアミンタイプリンカ
ーに置換した修飾 DNA 鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応を行った。その結果、剛直で
電荷を持たないアミドリンカーに比べ、柔軟でカチオニックな電荷を持つアミンリン
カーの方がポリメラーゼ反応を大きく阻害した。さらに、アミンタイプリンカーを含
む修飾鋳型鎖において、1 つ目の修飾リンカーj は DNA ポリメラーゼによって基質と
して認識されるが、その修飾リンカーj は、それよりも下流におけるポリメラーゼ反
応に負の影響を与える続けることが分かった。これは、DNA ポリメラーゼのプライマ
ー鎖/鋳型鎖コンプレックス認識パターンを反映している。さらに、一本鎖鋳型鎖上
のリンカーj は、それが存在している箇所よりもさらに上流におけるポリメラーゼ反
応に負の影響を与えることが分かった。このため、Tj3 、Tj4、Tj5、 Tj の順に 3 残
基目で伸長が停止した DNA の収量が増加している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4－9 アミドタイプリンカーとアミンタイプリンカー 
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第 5章 総論 
 
5－1 研究の総括 
 
 DNA や RNA の塩基配列によって、特定の反応を触媒するもの(触媒)や標的分子に特
異的に結合するもの(アプタマー)が存在する。それらの核酸分子は酵素や抗体と類似
の機能を有する機能性核酸と呼ばれている(7-20)。Szostak や Gold らはこのような機能
性核酸を選択するインビトロセレクション法(SELEX 法)を開発し、機能性 RNA 分子を
得ている(7-9)。また、触媒活性を持つ DNA 分子や DNA アプタマーなどの機能性 DNA 分
子も幾つか報告されている(14-20)。しかしながら、このような天然型機能性 DNA は生理
活性条件下で核酸分解酵素(エキソヌクレアーゼ)による分解を受けやすく、酵素や抗
体に比べて機能の低下が見られる。そこで、近年、活性の向上やヌクレアーゼ耐性の
付与のため、修飾ヌクレオチドを含む機能性修飾 DNA の作製が試みられている(16-18)。
一般に、DNA を用いた SELEX 法は DNA ポリメラーゼによる DNA 分子の増幅過程と調製
した DNA 分子と標的分子との選択過程を繰り返し行う。修飾ヌクレオチドを含む修飾
DNA 分子を用いて SELEX 法を行うためには修飾ヌクレオシド三リン酸を DNA ポリメラ
ーゼの基質として修飾 DNA 分子を調製する必要がある。しかし、DNA ポリメラーゼに
は基質特異性があるため、全ての修飾ヌクレオシド三リン酸を基質として認識すると
は限らない。また、修飾ヌクレオチドを連続で含む場合、その導入効率の減少が予想
される。さらに、修飾ヌクレオシド三リン酸を基質として用いているため、変異も考
えられる。 
今回、我々は、修飾ヌクレオシド三リン酸の基質特性の調査や変異頻度の分析のた
め、塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸を合成し、PCR に於ける調査をおこなった。2
章の Fig.2－9のグラフに見られるように、鋳型配列の影響を大きく受ける酵素/基質
の組み合わせは 19 組確認された。このことから、ポリメラーゼの種類によっては増
幅領域の配列を選択することで、修飾 DNA を効率よく行えることが分かった。次に、
修飾ヌクレオシド三リン酸の化学構造を比較してみた場合、ファミリーAに属するDNA
ポリメラーゼを用いた場合では単結合のリンカーを有するものは基質として認識さ
れないことが分かった。一方で、二重結合や三重結合のリンカーを有するチミジン誘
導体はシチジン誘導体に比べ、主に基質として認識されていた。ファミリーB に属す
る DNA ポリメラーゼは、どの修飾ヌクレオシド三リン酸を用いた場合でも、比較的基
質として認識されていた。ただし、KOD Dash や KOD(exo-)は三重結合をリンカーに持
つシチジン誘導体は基質として認識されないことが分かった。さらに、これらの修飾
ヌクレオチドを含む目的の長さの修飾 DNA を配列解析してみた結果、ファミリーAに
比べ、ファミリーB の方が変異している頻度が高かった。また、ファミリーB の中で
比べてみると、3’→5’エキソヌクレアーゼ活性を欠損した Vent (exo-) DNA ポリメ
ラーゼは変異頻度が一番高かった。ファミリーAに属する校正機能を持っていないTaq 
DNA ポリメラーゼは、変異はほとんど見られなかった。さらに、同じファミリーB に
属し、遺伝子工学的にエキソヌクレアーゼを欠損させた KOD(exo-)もほとんど変異は
見られなかった。我々は今回、SELEX 法の標的分子に応じて修飾ヌクレオシド三リン
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酸を選択し、DNA ポリメラーゼの種類と配列によって、目的の修飾 DNA を効率よく、
配列を保存したまま調製できることを見出せた。 
SELEX 法は増幅と選択を繰り返して、機能性核酸を作製する技術であるが、この増
幅過程を行わず、機能性 DNA を得られる Non－SELEX セレクション法が近年、開発さ
れた(20)。この技術は選択過程を行った DNA をキャピラリー電気泳動によって分離し、
得られた DNA を再び選択する方法である。この操作を 3回行い得られた DNA アプタマ
ーは増幅過程を含む SELEX 法と比較した場合、アプタマーとしての機能はほとんど変
わらないことが報告されている。この技術は、増幅操作ができない修飾 DNA などの核
酸分子を用いて機能性 DNA を作製する場合、有力となる。ここで、この技術と修飾ヌ
クレオチドの組み合わせた場合、得られた機能性修飾 DNA は単離し、配列解析するた
め一度、天然型 DNA に変換する必要がある。そこで、我々は 3章、4 章で、鋳型鎖に
糖部位あるいはリン酸部位修飾ヌクレオチド含むオリゴ DNA を鋳型鎖とし、天然型
DNA を生成するプライマー伸長反応を行った。これまで、Wengel や Herdewijn、Szostak
らは多種多様な糖部位修飾ヌクレオシド基質三リン酸を合成し、それらを用いた酵素
的合成法によって修飾 DNA を生成している(48),(49),(54)。しかし、これまで報告された酵
素的合成法は過剰な基質濃度や酵素濃度、マンガン金属やベタインなどの反応促進剤
の添加、長時間の反応といった DNA ポリメラーゼのフィデリティーを多くの場合減少
させる条件下で行われている。一方、第 3章で記述した通り、1つ間隔で Wengel らと
同じ化学構造の糖部位修飾ヌクレオチドが挿入された修飾鋳型鎖を用いた場合、高収
率で完全長の生成物が得られた。我々は、マンガン金属やベタインあるいはエンハン
サーソリューションなどの添加剤を加えることなく、推奨の酵素濃度でポリメラーゼ
反応を行っている。第 4章のアミンタイプリンカーを 1つだけ含む鋳型鎖を用いた場
合、DNA ポリメラーゼの酵素濃度は高いが、完全長の天然型 DNA を高収率で生成でき
た。これらの結果は糖部位やリン酸部位修飾 DNA の Non－SELEX セレクション法への
応用や、生体内での使用に応用することも可能であると考えている(20,70)。 
この糖部位あるいはリン酸部位修飾 DNA を用いたポリメラーゼ反応では、新たな発
見も見出せた。それは、糖部位あるいはリン酸部位修飾ヌクレオチドがポリメラーゼ
反応に与える負の影響である。第 3章の糖部位修飾ヌクレオチドの挿入間隔はポリメ
ラーゼ反応の収量に大きく負の影響を与えることを我々は確認した。おそらく、挿入
間隔の違いはプライマー/鋳型鎖コンプレックスのコンフォメーションを変化させて
いるためであると考えられる。その証拠に、酵素濃度の増加は糖部位修飾ヌクレオチ
ドの挿入間隔によって起こった負の効果を解除している。この結果は、DNA ポリメラ
ーゼがネガティブなコンフォメーション変化したプライマー鎖/鋳型鎖コンプレック
スから、より簡単に解離していることを示している。第 4章のアミン結合を有する修
飾 DNA を鋳型鎖としたプライマー伸長反応では推奨の酵素濃度条件下において、DNA
ポリメラーゼの認識能について有力な知見を 2つ得た。1つは上流に存在するアミノ
リンカーは下流のポリメラーゼ反応に負の影響を及ぼすことである。さらに、この負
の影響を受けて、DNA ポリメラーゼは 3、6、9 残基目で伸長が停止することを発見し
た。この周期的な伸長停止にはどのような意味が含まれているのであろうか？これは、
DNA ポリメラーゼには 3 残基ごとに認識する機能を持っていると示唆している。2 つ
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めは、下流に存在するアミノリンカーと上流に存在するアミノリンカーの挿入間隔を
短くしていくことで、ポリメラーゼ反応は上流で負の影響を受けることが分かった。
これは、DNA ポリメラーゼが上流に存在する一本鎖鋳型鎖上の修飾ヌクレオチドを認
識していることが考えられる。 
これらの知見の更なる調査のため、我々は第 2章で修飾ヌクレオシドがポリメラー
ゼ反応に与える負の効果を、塩基部位修飾ヌクレオチドを用いて反応速度論的に解析
した。その結果、基質三リン酸の化学構造や鋳型鎖の化学構造よりもプライマー鎖側
に存在する修飾ヌクレオシドの化学構造が遥かにDNAポリメラーゼ反応に負の影響を
及ぼしていることが分かった。この DNA ポリメラーゼ反応に与える負の影響のさらな
る精査のため、修飾ヌクレオチドの配向、挿入箇所及び、DNA ポリメラーゼとプライ
マー鎖/鋳型鎖コンプレックスの結合親和性の点から、酵素濃度を変化させた反応速
度論的解析を行ったところ、ポリメラーゼ反応の触媒効率を低下させている原因は、
DNA ポリメラーゼとプライマー鎖/鋳型鎖の結合親和性の低下であることを特定でき
た。 
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5－2 今後の展望 
 
本研究のPCRによる塩基部位修飾ヌクレオシド三リン酸の基質特性の調査やそれら
の修飾 DNA を用いた変異頻度の解析により、塩基部位修飾基質三リン酸のレパートリ
の拡張や目的に応じたDNAポリメラーゼと修飾基質三リン酸の最適な組み合わせを見
出せた。これより、それらの組み合わせによって修飾 DNA を酵素的に合成し SELEX 法
に用いることが可能になった。さらに、増幅が困難である修飾 DNA から天然型 DNA の
生成が可能であることを明らかにしたので、Non－SELEX セレクション法への応用が
可能になった。今後、これらは活性の向上やヌクレアーゼ耐性を付与させた、抗体や
酵素と類似の機能を有する修飾DNAアプタマーや修飾DNAzymeといった機能性修飾核
酸分子の研究開発における使用が期待される。さらに、数種類の修飾ヌクレオシド三
リン酸あるいは修飾ヌクレオシドモノマーを用いた多重修飾 DNA は酵素的あるいは、
化学合成に合成されることができれば、多重修飾 DNA ライブラリを用いた SELEX 法あ
るいは Non－SELEX セレクション法への応用が期待される。これらは、より高機能、
より高活性な核酸分子の作製が期待でき、分子生物学に於ける研究ツールとしてだけ
でなく、臨床検査や食品分析など様々な分野への応用が期待される。 
また、今回用いた塩基部位、糖部位、リン酸部位修飾ヌクレオチドを用いたポリメ
ラーゼ反応は、その反応機構の解明に有力な知見やその原因を特定できた。今後、そ
れらの修飾ヌクレオチドの化学構造や挿入箇所、DNA ポリメラーゼの種類を変えて、
ポリメラーゼ反応の精査を行うことで、反応機構の詳細な動的解明が期待できる。 
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第 6章 実験の部 
 
6－1 ポリメラーゼ連鎖反応(PCR) 
 
使用機器及び試剤 
遺伝子増幅装置 
   TECHGENE Progene 
   TECHGENE Techgene 
電気泳動装置 
(泳動装置)   アトー株式会社  
 
(解析装置)   BIORAD MolecularImager FX PRO 
酵素及びその他の試剤は以下の会社から購入したものを使用した 
KOD Dash DNA Polymerase 東洋紡 
KOD(exo-) DNA Polymerase 東洋紡 
Vent(exo-) DNA Polymerase  Bio Labs 
Taq DNA Polymerase     宝酒造 
Tth DNA Polymarese     東洋紡 
Template pUC18           宝酒造 
Primer p18GC60#1F    北海道システム･サイエンス 
    p18GC60#2N 
        p18GC50#1F 
        p18GC50#2N 
 
その他の試薬は、Aldrich、Invitrogene、関東化学、SIGMA、東京化成、同仁科学研
究所、ニッポンジーン、Bio Labs、ヤマサ醤油、和光純薬工業より購入したものを使
用した。 
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鋳型として使用した環状 DNA、プライマーの配列、使用した酵素を以下に示す。 
 
Template…pUC18(2686bp) 
 
Primer   
・108mer 
Primer1*…GGAAACAGCTATGACCATGATTAC 
Primer2…CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT 
・110mer 
Primer1*…CGGAGCTGAATGAAGCCATACCAA 
Primer2…GGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC 
  
Enzyme   [Taq]、[Tth]、[Vent(exo-)]、[KOD’]、[KOD(exo-)] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
修飾チミジン三リン酸を基質に用いた PCR  
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PCR 条件 
 
修飾基質 TAL,TAC,TAF,TPA,TPN,TPR,TA2,TA4,TA6,TG6,TME,TCN,TDHを用いた PCR の反応溶液は、
以下に従ってそれぞれ調製し PCR を行った。 
 
Table 6－1 反応条件 1 
Mother liquid Volume Final 
concentration 
pUC18            5ng/μL 
dNTPs(A＋G+C)    2mM 
TTP or modifiedTTP  2mM 
p18GC50#1F        8μM 
p18GC50#2N        8μM 
DNA polymerase     Table 
Buffer               10× 
Water 
2μL 
2μL 
2μL 
1μL 
1μL 
2μL 
2μL 
8μL 
0.5ng/μL 
0.2mM 
0.2mM 
0.4μM 
0.4μM 
Table 
1× 
          
Total volume 20μL  
 
 
Table 6－2 DNA ポリメラーゼの濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－3 温度条件 
DNA polymarase Volume Final 
concentration 
Taq 2μL 0.05u/μL     
Tth 2μL 0.05u/μL     
Vent(exo-) 2μL 0.05u/μL     
KOD Dash 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.005u/μL     
0.025u/μL     
KOD(exo-) 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.005u/μL     
0.025u/μL     
Hot start 94℃ 1min 
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Table 6－4 反応条件 2 
Mother liquid Volume Final 
concentration 
pUC18            5ng/μL 
dNTPs(A＋G+C)    2mM 
TTP or modifiedTTP  2mM 
p18GC60#1F        8μM 
p18GC60#2N        8μM 
DNA polymerase     Table 
10×Buffer 
Water 
2μL 
2μL 
2μL 
1μL 
1μL 
2μL 
2μL 
8μL 
0.5ng/μL 
0.2mM 
0.2mM 
0.4μM 
0.4μM 
Table 
1× 
 
Total volume 20μL  
 
Table 6－5 DNA ポリメラーゼの濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
DNA polymarase Volume Final 
concentration 
Taq 2μL 0.025u/μL     
Tth 2μL 0.025u/μL     
Vent(exo-) 2μL 0.05u/μL     
KOD Dash 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025u/μL     
0.005u/μL     
KOD(exo-) 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025u/μL     
0.005u/μL     
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Table 6－6 温度条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲル電気泳動による PCR 生成物の確認と相対収量の算出 
 
PCR 終了後、反応液(20μL)に色素液 4μL を加え、遠心とボルテックスで均一な溶液
にし、10%変性ポリアクリルアミド電気泳動(4℃, 200V, 100min. 0.5×TBE Buffer)
によって PCR 生成物を確認した。生成物の確認は、5μg/mL 臭化エチジウム水溶液で
50分間染色し、解析装置(BIO-RAD Molecular FX PRO)によって確認した。相対収量の
算出は、蛍光によるバンド強度を使用し、天然型の収量を 1としてバンド強度比から
算出した。バンド強度比の算出は再現性の確認のため同様の条件下で 3回～6 回行っ
た。 
色素液の組成 0.1%BPB, 90%ホルムアミド 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－7 修飾チミジンアナログの相対収量 
Hot start 94℃ 1min 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
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Ⅰ：増幅領域Ⅰ(全長 110bp)を鋳型鎖として使用 
Ⅱ：僧服領域Ⅱ(全長 108bp)を鋳型鎖として使用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Triphosphate 
Thermostable DNA polymerase 
Taq Tth Vent(exo-) KOD Dash KOD(exo-) 
Amplification region of template DNA 
Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ 
TAL 0 0 0.19 0.17 0.19 0.46 0 0 0 0 
TAC 0.62 0.56 0.77 0.95 1.23 0.90 1.15 0.92 0.65 0.83 
TAF 0.43 0.88 0.51 0.95 0.85 0.97 1.10 0.85 0.90 1.01 
TPA 0 0.02 0 0 0.71 0.68 0 0 0 0 
TPN 0.50 0.37 0.50 0.34 1.53 1.22 0.03 0.03 0.68 0.38 
TPR 0.49 1.27 0.90 0.74 1.26 1.09 1.14 0.47 1.41 0.96 
TA2 0 0 0 0 0.13 0.72 0 0.38 0 0.07 
TA4 0 0 0 0 0.12 0.71 0.01 0.49 0 0.23 
TA6 0 0 0 0 0.26 0.67 0.19 0.58 0.01 0.60 
TG6 0 0 0 0 0.38 0.47 0.76 0.73 0.36 0.71 
TME 0 0 0 0 0.21 0.40 1.13 0.94 0.68 0.46 
TCN 0.26 0.60 0.30 0.41 0.02 0.01 0.70 0.68 0.32 0.50 
TDH 0 0 0 0 0.07 0.25 0 0.23 0 0.02 
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修飾シチジン三リン酸を基質に用いた PCR  
 
PCR 条件 
 
修飾基質 CAL,CAC,CAF,CPA,CPN,CPR,CA2,CA4,CA6,CG6,CME,CCN,CDHを用いた PCR の反応溶液は、
以下に従ってそれぞれ調製し PCR を行った。 
 
Table 6－8 反応条件 1 
Mother liquid Volume Final 
concentration 
pUC18            5ng/μL 
dNTPs(A＋G+T)    2mM 
CTP or modifiedCTP  2mM 
p18GC50#1F        8μM 
p18GC50#2N        8μM 
DNA polymerase     Table 
Buffer               10× 
Water 
2μL 
2μL 
2μL 
1μL 
1μL 
2μL 
2μL 
8μL 
0.5ng/μL 
0.2mM 
0.2mM 
0.4μM 
0.4μM 
Table 
1× 
          
Total volume 20μL  
 
 
Table 6－9 DNA ポリメラーゼの濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DNA polymarase Volume Final 
concentration 
Taq 2μL 0.05u/μL     
Tth 2μL 0.05u/μL     
Vent(exo-) 2μL 0.05u/μL     
KOD Dash 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.005u/μL     
0.025u/μL     
KOD(exo-) 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.005u/μL     
0.025u/μL     
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Table 6－10 温度条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－11 反応条件 2 
Mother liquid Volume Final 
concentration 
pUC18            5ng/μL 
dNTPs(A＋G+T)    2mM 
dCTP or modifiedCTP 2mM 
p18GC60#1F        8μM 
p18GC60#2N        8μM 
DNA polymerase     Table 
10×Buffer 
Water 
2μL 
2μL 
2μL 
1μL 
1μL 
2μL 
2μL 
8μL 
0.5ng/μL 
0.2mM 
0.2mM 
0.4μM 
0.4μM 
Table 
1× 
 
Total volume 20μL  
 
Table 6－12 DNA ポリメラーゼの濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hot start 94℃ 1min 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
DNA polymarase Volume Final 
concentration 
Taq 2μL 0.025u/μL     
Tth 2μL 0.025u/μL     
Vent(exo-) 2μL 0.05u/μL     
KOD Dash 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025u/μL     
0.005u/μL     
KOD(exo-) 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025u/μL     
0.005u/μL     
 83
Table 6－13 温度条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲル電気泳動による PCR 生成物の確認と相対収量の算出 
 
PCR 終了後、反応液(20μL)に色素液 4μL を加え、遠心とボルテックスで均一な溶液
にし、10%変性ポリアクリルアミド電気泳動(4℃, 200V, 100min. 0.5×TBE Buffer)
によって PCR 生成物を確認した。生成物の確認は、5μg/mL 臭化エチジウム水溶液で
50分間染色し、解析装置(BIO-RAD Molecular FX PRO)によって確認した。相対収量の
算出は、蛍光によるバンド強度を使用し、天然型の収量を 1としてバンド強度比から
算出した。バンド強度比の算出は再現性の確認のため同様の条件下で 3回～6 回行っ
た。 
色素液の組成 0.1%BPB, 90%ホルムアミド 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－14 修飾シチジンアナログの相対収量 
Hot start 94℃ 1min 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
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Triphosphate 
Thermostable DNA polymerase 
Taq Tth Vent(exo-) KOD Dash KOD(exo-) 
Amplification region of template DNA 
Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ 
CAL 0.12 0 0.20 0 1.03 0.06 0 0 0 0 
CAC 0.04 0.12 0.46 0.31 1.13 0.55 0.61 0.52 0.75 0.17 
CAF 0.48 0.33 0.37 0.39 0.97 1.14 0.85 0.80 0.87 0.81 
CPA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
CPN 0.17 0 0 0 0.77 0 0 0 0 0 
CPR 0.64 0 0.04 0 0.47 0 0 0 0 0 
CA2 0 0 0 0 0.81 0.36 0.70 0.04 0.57 0 
CA4 0 0 0 0 1.02 0.57 0.75 0.01 0.83 0.02 
CA6 0 0 0 0 1.07 0.92 0.92 0.85 0.89 0.04 
CG6 0 0 0 0 0.92 0.96 0.84 0.99 0.85 0.78 
CME 0 0 0.13 0.01 0.11 0.11 0.70 0.74 0.79 0.79 
CCN 0.22 0 0.51 0.01 1.06 1.01 1.51 1.04 1.52 1.50 
CDH 0.04 0 0.11 0 1.17 0.56 0.78 0 0.77 0 
 
Ⅰ：増幅領域Ⅰ(全長 110bp)を鋳型鎖として使用 
Ⅱ：増幅領域Ⅱ(全長 108bp)を鋳型鎖として使用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6－2 プライマー伸長反応 
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使用機器及び試剤 
遺伝子増幅装置 
      TECHGENE Techgene 
電気泳動装置 
(泳動装置)   アトー株式会社  
(解析装置)   BIORAD MolecularImager FX PRO 
 
酵素及びその他の試剤は以下の会社から購入したものを使用した 
KOD Dash DNA Polymerase 東洋紡 
Phusion DNA Polymerase     FINNZYMES 
 
Template   日本バイオサービス 
ADT#N                       LNT#+2,4,6,8 
LNT2#+2,5,8                 LNT2#+2,6 
LNT2#+2-8                   LNT2L#+2-8 
LNT2M#+2-8                  ADT2#+1,7 
ADT2#+1,6                   ADT2#+1,5 
ADT4#+1,7                   ADT4#+1,6 
ADT4#+1,5                   MST#N 
 
Primer   日本バイオサービス 
MNP#NF 
 
ラダーDNA 
MNP#NF#+0            MNP#NF#+1A 
MNP#NF#+2           MNP#NF#+3A 
MNP#NF#+4           MNP#NF#+5A 
MNP#NF#+6           MNP#NF#+7A 
MNP#NF#+8           MNP#NF#+9A 
MNP#NF#+10           MNP#NF#+11A 
MNP#NF#+12 
 
 
 
糖部位修飾基質三リン酸 
GHP3(KTP), GO2(LTP), LNANC(MTP) 
 
 
その他の試薬は、Aldrich、Invitrogene、関東化学、SIGMA、東京化成、同仁科学研
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究所、ニッポンジーン、Bio Labs、ヤマサ醤油、和光純薬工業より購入したものを使
用した。 
 
 
糖部位修飾ヌクレオチドが組み込まれた修飾鋳型鎖を用いたポリメラーゼ反応 
 
500μLマイクロチューブに反応液を以下条件で調製した。反応液を遺伝子増幅装置
にセットして 95℃で１.5分間変性、52℃で 0.5 分間アニーリング、5分間伸長反応を
行った。反応後、7Mウレア 24μL、0.1%BPB 色素 4μL加えて反応を失活させた。 
 
Table 6－15 KOD Dash DNA Polymerase を用いた濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
4μM Template 2μL 0.4μM 
4μM Primer 2μL 0.4μM 
2 mM dATP 2μL 0.2 mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.05, 0.25u/μL  
KOD Dash DNA Polymerase 
2μL 0.005, 0.025u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－16 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 94℃ 1.5 min 
アニーリング 52℃ 0.5 min 
伸長 74℃ 5 min 
 
Template:LNT2#+2,6, LNT2#+2,5,8, LNT#+2,4,6,8, LNT2#+2-8, LNT2K#+2-8 
         LNT2M#+2-8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－17 Phusion DNA Polymerase を用いた濃度条件 
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母液 使用量 最終濃度 
4μM Template 2μL 0.4μM 
4μM Primer 2μL 0.4μM 
2 mM dATP 2μL 0.2 mM 
5×Reaction Buffer 4μL 1×Buffer 
Water 8μL  
0.1, 2.0u/μL 
Phusion DNA Polymerase 
2μL 0.01, 0.2u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－18 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 94℃ 1.5 min 
アニーリング 52℃ 0.5 min 
伸長 72℃ 5 min 
 
Template : LNT2#+2,6, LNT2#+2,5,8, LNT#+2,4,6,8, LNT2#+2-8, LNT2K#+2-8 
           LNT2M#+2-8 
 
 
糖部位修飾ヌクレオシド三リン酸を導入したプライマー伸長反応 
 
Table 6－19 KOD Dash DNA Polymerase を用いた濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
4μM Template 2μL 0.4μM 
4μM Primer 2μL 0.4μM 
2 mM Modified TTP 2μL 0.2 mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.5u/μL  
KOD Dash DNA Polymerase 
2μL 0.05u/μL  
Total volume 20μL  
 
Template : MST#N      Modified TTP : GHP3, GO2, LNANC 
 
Table 6－20 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 94℃ 1.5 min 
アニーリング 52℃ 0.5 min 
伸長 74℃ 10 min 
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Table 6－21 Phusion DNA Polymerase を用いた濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
4μM Template 2μL 0.4μM 
4μM Primer 2μL 0.4μM 
2 mM Modified TTP 2μL 0.2 mM 
5×Reaction Buffer 4μL 1×Buffer 
Water 8μL  
2.0u/μL 
Phusion DNA Polymerase 
2μL 0.2u/μL  
Total volume 20μL  
 
Template : MST#N 
Modified TTP : GHP3, GO2, LNANC 
 
Table 6－22 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 94℃ 1.5 min 
アニーリング 52℃ 0.5 min 
伸長 72℃ 10 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲル電気泳動 
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 ゲル電気泳動に使用するゲルは 20%ポリアクリルアミドとした。このゲルの調製法
は、50mL 遠沈管に 20%ポリアクリルアミドを 21～22mL ぐらい取り分け、その中に 10
～100μL用ピペットマンを使用して 10% AP を 100μL、5～50μL用ピペットマンを使
用して TEMEDA を 25μL 加えた。その後、ボルッテックスをよく行い、遠心して側面
に付いた液を下に落とした。その調製した溶液をゲル板に流し込んで、5時間̃7時間
放置してゲルを固めた。 
ゲル電気泳動する前に、48℃に設定した恒温ボックスでゲルを 30分～1時間温めた後、
プレランを 30分間行った。 
ロードする反応液は 95℃、5分間熱変性させ、プレラン後、ゲルに 2μLロードした。
ラダーDNA は 5μLチャージした。 
ゲル電気泳動後、488nm のレーザー照射によって可視化してイメージャーに記録した。 
 
 
伸長生成物の収量 
 
伸長生成物を 1つのボックスで囲み、このボックスを流した全てのレーンにコピーし
た。これを伸長生成物のバンド強度とした。この伸長生成物のバンド強度を伸長生成
物の全てのバンド強度を足したバンド強度で割って、伸長生成物の相対収量とした。
この伸長生成物の相対収量を縦軸に、伸長数を横軸にとり、棒グラフを作成した。 
 
Fig. 6－1 伸長生成物の相対バンド強度の式 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
リン酸部位修飾ヌクレオチドを組み込んだ修飾鋳型鎖用いたポリメラーゼ反応 
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500μLマイクロチューブに反応液を以下条件で調製した。反応液を遺伝子増幅装置
にセットして 95℃で１.5分間変性、52℃で 0.5 分間アニーリング、5分間伸長反応を
行った。反応後、7Mウレア 24μL、0.1%BPB 色素 4μL加えて反応を失活させた。 
 
Table 6－23 KOD Dash DNA Polymerase を用いた濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
4μM Template 2μL 0.4μM 
4μM Primer 2μL 0.4μM 
2 mM dATP 2μL 0.2 mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.05, 0.25u/μL  
KOD Dash DNA Polymerase 
2μL 0.005, 0.025u/μL  
Total volume 20μL  
 
Template : ADT2#+1,6, ADT2#+1,5, ADT2#+1,4, ADT4#+1,6, ADT4#+1,5, ADT4#+1,4 
 
Table 6－24 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 94℃ 1.5 min 
アニーリング 52℃ 0.5 min 
伸長 74℃ 10 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲル電気泳動 
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 ゲル電気泳動に使用するゲルは 20%ポリアクリルアミドとした。このゲルの調製法
は、50mL 遠沈管に 20%ポリアクリルアミドを 21̃22mL ぐらい取り分け、その中に 10
～100μL用ピペットマンを使用して 10% AP を 100μL、5～50μL用ピペットマンを使
用して TEMEDA を 25μL 加えた。その後、ボルッテックスをよく行い、遠心して側面
に付いた液を下に落とした。その調製した溶液をゲル板に流し込んで、5 時間～7 時
間放置してゲルを固めた。 
ゲル電気泳動する前に、48℃に設定した恒温ボックスでゲルを 30分～1時間温めた後、
プレランを 30分間行った。 
ロードする反応液は 95℃、5分間熱変性させ、プレラン後、ゲルに 2μLロードした。
ラダーDNA は 5μLチャージした。 
ゲル電気泳動後、488nm のレーザー照射によって可視化してイメージャーに記録した。 
 
 
 
伸長生成物の収量 
 
伸長生成物を 1つのボックスで囲み、このボックスを流した全てのレーンにコピーし
た。これを伸長生成物のバンド強度とした。この伸長生成物のバンド強度を伸長生成
物の全てのバンド強度を足したバンド強度で割って、伸長生成物の相対収量とした。
この伸長生成物の相対収量を縦軸に、伸長数を横軸にとり、棒グラフを作成した。 
 
Fig. 6－2 伸長生成物の相対バンド強度の式 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6－3 クローニングおよび配列解析 
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使用機器及び試剤 
遺伝子増幅装置 
   TECHGENE Techgene 
   BIO-RAD  MyCyclerTM Thermal Cycler 
電気泳動装置 
(泳動装置)   アトー株式会社 NA-1010 
                アトー株式会社 NB-1010 
        コスモバイオ  Mupid-21 
(解析装置)   BIO-RAD MolecularImager FX PRO 
 
酵素及びその他の試剤は以下の会社から購入したものを使用した 
KOD Dash DNA Polymerase     東洋紡 
KOD(exo-) DNA Polymerase      東洋紡 
Vent(exo-) DNA Polymerase    Bio Labs 
Taq DNA Polymerase        タカラ 
Tth DNA Polymarese        東洋紡 
 
Template pUC18               宝酒造 
Primer   p18GC60#1F       北海道システム･サイエンス 
      p18GC60#2N 
          p18GC50#1F 
          p18GC50#2N 
 
T Vector  T7Blue              Novagen 
Primer    FP#T7B              日本バイオサービス 
          RP#T7B 
 
DNA Ligation Kit              タカラ 
TA Cloning Kit                Invitrogen 
Plasmid DNA Purification Kit  LaboPassTM Mini 
 
その他の試薬は、Aldrich、Invitrogene、関東化学、SIGMA、東京化成、同仁科学研
究所、ニッポンジーン、Bio Labs、ヤマサ醤油、和光純薬工業より購入したものを使
用した。 
 
 
 
 
それぞれの DNA ポリメラーゼを用いた天然型 DNA への変換 
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500μLマイクロチューブに反応溶液を以下のように調製した。これを遺伝子増幅装
置にセットして以下の温度条件で PCR を行った。PCR 産物の確認は 2％アガロースゲ
ル電気泳動(TBE buffer、100V、45 分)の後、エチジウムブロマイドで染色し、UV 照
射によって行った。Taq DNA ポリメラーゼに関しては、直接天然型 DNA に変換したの
で、この操作は行わなかった。 
 
Table 6－25 それぞれの DNA ポリメラーゼを用いた PCR 条件 
母液 使用量 最終濃度 
それぞれの修飾 DNA(110bp) 5μL  
8μMP18GC50#1F 2.5μL 0.4μM 
8μMP18GC50#2N 2.5μL 0.4μM 
2mM dNTP 5μL 0.2mM 
Enzyme (Table) 5μL  
10×Buffer 5μL 1×Buffer 
Water 25μL  
合計 50μL  
 
Table 6－26 DNA ポリメラーゼの濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 6－27 温度条件 
DNA polymarase Volume Final 
concentration 
Taq 2μL 0.025unit/μL     
Tth 2μL 0.025unit/μL     
Vent(exo-) 2μL 0.05unit/μL     
KOD Dash 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025unit/μL     
0.005unit/μL     
KOD(exo-) 
Positive control 
2μL 
2μL 
0.025unit/μL     
0.005unit/μL     
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アガロース精製 
 
 天然型に変換した 110bp の DNA のアガロース精製を行った。まず、2%アガロースゲ
ルを作成し、天然型に変換したDNAを15μLずつ2レーンに分けて、ゲル電気泳動(100V、
45 分間、室温)した。その後、488nm のレーザー照射によって可視化し、イメージャ
ーに記録した。その写真を下に敷き、目的のバンドをカッターで切り取って透析膜
(BioDesign Inc. of New York, 3500MWCO)に移し、100V、3時間、4℃で泳動抽出した。
透析膜の溶液を 15mL 用遠沈管に集め、ローターバックでドライアップした。再び、
滅菌水に溶かしなおし、スピンカラム(MILLIPORE、UFV5BC00、5K NMWL)を使用して脱
塩操作を行った。スピンカラムに残った上澄みを集め、ローターバックを使用してド
ライアップした。その溶液を、ナノドロップを使用して濃度を算出し、Taq DNA ポリ
メラーゼを用いた PCR のための鋳型鎖とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taq DNA ポリメラーゼを用いた PCR 
Hot start 94℃ 1min 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
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 アガロース精製した 110bp の DNA を鋳型鎖とし、Taq DNA ポリメラーゼを用いて PCR
反応を行った。以下にその条件を示す。 
 
Table 6－28 Taq DNA ポリメラーゼを用いた PCR 条件 
母液 使用量 最終濃度 
5 ug/μL  それぞれの修飾 DNA(110bp) 2μL 0.5 ng/μL 
8μMP18GC50#1F 1μL 0.4μM 
8μMP18GC50#2N 1μL 0.4μM 
2mM dNTP 2μL 0.2mM 
Taq DNA Polymerase 2μL 0.025u/μL 
10×Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
合計 20μL  
 
Table 6－29 温度条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ライゲーション 
Hot start 94℃ 1min 
20cycle   
Denaturation 
Annealing 
Extension 
 
94℃ 
54℃ 
74℃ 
 
0.5min 
0.5min 
5min 
Final incuvation 74℃ 5min 
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母液 使用量
PCR反応液 2 PL
T vector溶液 1 PL
DNA ligation kit (A液) 20 PL
DNA ligation kit (B液) 5 PL
滅菌水 2 PL
合計量 30 PL
Taq DNA ポリメラーゼを用いた PCR 産物を用いてライゲーションを行った。500 μL
マイクロチューブに反応溶液を以下のように調製した。これを 16℃で 2時間ライゲー
ションし、ベクターに PCR 産物をインサートした。 
 
 
Table 6－30 ライゲーション条件 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
形質転換 
コンピテントセル溶液(25μL)の入ったチューブにライゲーション反応液(6 μL)
を加え、氷上で 30分間静置した。42℃で 30 秒間ヒートショックした後、氷上で 2分
間静置した。SOC 培地(200μL)を加え、37℃で 1時間振とうさせた。反応液に 20 mg/mL
の X-gal 溶液(100μL)を加え、そのうちの 100μLを 2% LB プレート(50 ng/mL アンピ
シリン)上にスプレッダーを用いて均一にまいた。37℃で一晩インキュベートするこ
とで大腸菌を培養した。 
 
 
 
インサートチェック 
500μLマイクロチューブに 1サンプル当たりの反応溶液を次のように調製した。プ
レートに培養した大腸菌コロニーのうち白色のコロニーを選び、つまようじで菌を調
製した溶液の中に入れて混ぜた。これを遺伝子増幅装置にセットして以下の温度条件
で PCR を行った。PCR 産物の確認は 2％アガロースゲル電気泳動(TBE buffer、100V、
45 分)の後、エチジウムブロマイドで染色し、UV照射により行い、インサートしたコ
ロニーをチェックした。 
 
 
 
 
Table 6－31 インサートチェックの PCR 条件 
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母液 使用量 最終濃度 
2μM FP#7TB 1μL 0.2μL 
2μM RP#T7B 1μL 0.2μL 
2mM dNTP 1μL 0.2μL 
0.25u/μL Taq DNA Polymerase 1μL 0.025u/μL 
10×Buffer 1μL 1×Buffer 
Water 5μL  
合計 10μL  
 
Table 6－32 温度条件 
Hot start 94℃ 1 min 
25 cycle   
Dnature 94℃ 0.5 min 
Annealing 52℃ 0.5 min 
Extension 74℃ 5 min 
Final incubation 74℃ 5 min 
 
 
 
コロニーの個別培養 
2% LB 液体培地(50μg/mL アンピシリン)を、15mL 遠沈管に一本あたり 2mL ずつ分注
した。インサートが確認されたコロニーをつまようじで軽く触れ、分注した LB 液体
培地に入れて軽く混ぜた後、37℃で一晩振とうして大腸菌を培養した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大腸菌からプラスミド DNA 抽出 
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培養液(1.4 mL)を 1.5mL マイクロチューブに移し、遠心分離(12,000rpm、30 秒)に
よって大腸菌を沈殿させ、上澄みを除去した。RNase A を含む Resuspension 溶液(200
μL)を加え軽くボルテックスした後、Lysis 溶液(200μL)を加えチューブを数回回転
させて穏やかに撹拌した。Neutralization 溶液(350μL)を加えて溶液を中和した後、
遠心分離(12,000rpm、10 分)し、上澄み液のみを Binding カラムに移した。遠心分離
(12,000rpm、30 秒)によりろ液を除去した後、Wash 溶液(750μL)をカラムに加えて、
再度遠心分離(12,000rpm、30 秒)によってろ液を除去した。カラム内に残った液を完
全に除去するために再度遠心分離(12,000rpm、2分)した後チューブを替え、カラムに
Elution溶液(50μL)を加えて1分間静置させてから遠心分離(12,000rpm、1分)して、
プラスミド DNA をカラムから溶出させた。 
抽出したプラスミド DNA の収量はナノドロップを用いて 260 nm の吸光度を測定し
た。プラスミドの収量はナノドロップに表示された濃度を採用した。 
この得られたプラスミド DNA は 50ng/μL の濃度になるように計算し、希釈して調製
し、タカラバイオサービスのドラゴンジェノミクスセンターに送付して配列解析を依
頼した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6－4 反応速度論的解析(スタンディング・スタート法など) 
 99
 
使用器具及び試剤 
 
遺伝子増幅装置 
       TECHGENE Techgene 
電気泳動装置 
（泳動装置） 日本エイドー NA-1010 
       日本エイドー NB-5500 
（解析装置） BIO=RAD MolecularImager FX PRO 
紫外可視分光光度計  
ナノドロップ ND-1000 スペクトロフォトメーター 
 
核磁気共鳴分光光度計(NMR) 
 日本電子 JNM-AL 300 FT-NMR system 
              日本電子 λ-500 
ESI 質量分析装置（ESI-MS） 
  Perkin Elmer Sciex API-100 
インキュベーターボックス 
       TAITEC INCUBATE BOX M-230FN 
              TAITEC INCUBATE BOX M-260F 
 
酵素及びその他の試剤は以下の会社から購入したものを使用した 
KOD Dash DNA Polymerase  東洋紡 
KOD(exo-) DNA Polymerase  東洋紡 
Vent(exo-) DNA Polymerase     Bio Labs 
Template、Primer        北海道システム・サイエンス 
               GeneACT 
               日本バイオサービス 
 
 
その他の試薬は、Aldrich、Invitrogene、関東化学、SIGMA、東京化成、同仁科学研
究所、ニッポンジーン、Bio Labs、ヤマサ醤油、和光純薬工業、渡辺化学工業より購
入したものを使用した。 
 
 
 
 
 
 
プライマーP0 に TTP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－33 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P0 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TTP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.015u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0015u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－34 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P0 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TTP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.003u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0003u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－35 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
プライマーP1 に TTP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－36 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P1 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TTP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.025u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0025u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－37 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P1 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TTP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.01u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.001u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－38 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
プライマーP0 に TA6を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－39 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P0 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.015u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0015u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－40 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P0 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.003u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0003u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－41 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
プライマーP1 に TA6を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－42 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P1 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.05u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.005u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－43 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P1 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.03u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.003u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－44 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
プライマーP2 に TA6を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－45 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P2 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.25u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.025u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－46 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template A 2μL 0.625μM 
5μM Primer P2 2μL 0.5μM 
0.1～8mM TA6 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.25u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.025u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－47 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
テンプレート T0 に dATP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－48 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T0 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.015u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0015u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－49 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T0 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.002u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0002u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－50 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
テンプレート T1 に dATP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－51 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T1 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.015u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0015u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－52 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T1 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.0015u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.00015u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－53 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
テンプレート T2 に dATP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－54 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T2 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.02u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.002u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－55 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T2 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.002u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0002u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－56 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
テンプレート T3 に dATP を用いたプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0分、1分、2分、4分、6分、8分、10分、15分、20分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－57 Vent(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T3 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.02u/μL Vent(exo-) DNA polymerase 2μL 0.002u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－58 KOD(exo-) ポリメラーゼを用いたプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template T3 2μL 0.625μM 
5μM Primer A 2μL 0.5μM 
0.1～8mM dATP 2μL 0.01～0.8mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.003u/μL KOD(exo-) DNA polymerase 2μL 0.0003u/μL 
Total volume 20μL  
 
Table 6－59 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～20 min 
 
 
 
 
 
 
相対触媒効率の算出方法 
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ここに修飾塩基を組み込んだプライマーを用い、また Vent(exo-) DNA ポリメラー
ゼが触媒するプライマー伸長反応を行ったときの相対触媒効率の算出方法を示した。 
 
Table 6－60 Vent(exo-)DNA ポリメラーゼの KMと Vmax 
基質 プライマー KM Vmax  Vent (exo-)最終濃度 
TTP P0 2.70 3.75 0.0015u/μM P1 24.4 2.31 0.0025u/μM 
 
TA6 
P0 1.87 3.04 0.0015u/μM 
P1 17.9 1.69 0.005u/μM 
P2 85.2 1.93 0.025u/μM 
まず、P0(TTP)のときの最大速度 Vmaxを１と考え、相対最大速度 Vmax relを算出した。 
P1(TTP)の Vmax rel =2.31÷3.75=0.616 
P0(TA6)の Vmax rel =3.04÷3.75=0.811 
P1(TA6)の Vmax rel =1.69÷3.75=0.451 
P2(TA6)の Vmax rel =1.93÷3.75=0.515 
 
次に k[E]0=Vmaxを変形した k=Vmax÷[E]0より、プライマーP0 に TTP を用いたときの反
応速度定数 kを 1と考え、相対反応速度定数 krelを算出した。 
P1(TTP)の krel =0.616×0.0015÷0.0025=0.370 
P0(TA6)の krel =0.811×0.0015÷0.0015=0.810 
P1(TA6)の krel =0.451×0.0015÷0.005=0.135 
P2(TA6)の krel =0.515×0.0015÷0.025=0.0309 
 
この相対反応速度を用いて触媒効率(krel/KM)をそれぞれ求めた。 
P0(TTP)の(krel/KM) =1÷2.70=0.370 
P1(TTP)の(krel/KM) =0.37÷24.4=1.52×10-2 
P0(TA6)の(krel/KM) =0.810÷1.87=0.433 
P1(TA6)の(krel/KM) =0.135÷17.9=0.75×10-2 
P2(TA6)の(krel/KM) =0.0309÷85.2=3.63×10-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後にプライマーP0に TTP を用いたときの触媒効率(krel/KM)を１と考え、相対触媒効
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率(krel/KM)relをそれぞれ算出した。 
P1(TTP)の(krel/KM)rel =1.52×10-2÷0.370=4.11×10-2 
P0(TA6)の(krel/KM)rel =0.433÷0.370=1.17 
P1(TA6)の(krel/KM)rel =0.75×10-2÷0.370=2.03×10-2 
P2(TA6)の(krel/KM)rel =3.63×10-4÷0.370=9.81×10-4 
 
算出した値を Table にまとめた。 
 
Table 6－61 Vent(exo-)DNA ポリメラーゼの相対反応速度定数と相対触媒効率 
基質 プライマー Vmax rel krel krel/KM (krel/KM)rel 
TTP P0 1 1 0.370 1 P1 0.616 0.370 1.52×10-2 4.11×10-2 
 
TA6 
P0 0.811 0.810 0.433 1.17 
P1 0.451 0.135 0.75×10-2 2.03×10-2 
P2 0.515 3.09×10-2 3.63×10-4 9.81×10-4 
 
 
ここに修飾塩基を組み込んだプライマーを用い、また KOD(exo-) DNA ポリメラーゼ
が触媒するプライマー伸長反応を行ったときの相対触媒効率の算出方法を示した。 
 
Table 6－62 KOD(exo-)DNA ポリメラーゼの KMと Vmax 
基質 プライマー KM Vmax  KOD (exo-)最終濃度 
TTP P0 33.8 2.23 0.0003 u/μM P1 468 5.07 0.001 u/μM 
 
TA6 
P0 49.4 2.36 0.0003 u/μM 
P1 365 6.94 0.003 u/μM 
P2 1585 15.9 0.025 u/μM 
 
まず、P0(TTP)のときの最大速度 Vmaxを１と考え、相対最大速度 Vmax relを算出した。 
P1(TTP)の Vmax rel =5.07÷2.23=2.27 
P0(TA6)の Vmax rel =2.36÷2.23=1.06 
P1(TA6)の Vmax rel =6.94÷2.23=3.11 
P2(TA6)の Vmax rel =15.9÷2.23=7.13 
 
 
 
 
 
次に k[E]0=Vmaxを変形した k=Vmax÷[E]0より、プライマーP0 に TTP を用いたときの反
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応速度定数 kを 1と考え、相対反応速度定数 krelを算出した。 
P1(TTP)の krel =2.27×0.0003÷0.001=0.681 
P0(TA6)の krel =1.06×0.0003÷0.0003=1.06 
P1(TA6)の krel =3.11×0.0003÷0.003=0.311 
P2(TA6)の krel =7.13×0.0003÷0.025=8.56×10-2 
 
この相対反応速度を用いて触媒効率(krel/KM)をそれぞれ求めた。 
P0(TTP)の(krel/KM) =1÷33.8=2.96×10-2 
P1(TTP)の(krel/KM) =0.681÷468=1.46×10-3 
P0(TA6)の(krel/KM) =1.06÷49.4=2.15×10-2 
P1(TA6)の(krel/KM) =0.311÷365=8.52×10-4 
P2(TA6)の(krel/KM) =0.0856÷1585=5.40×10-5 
 
最後にプライマーP0に TTP を用いたときの触媒効率(krel/KM)を１と考え、相対触媒効
率(krel/KM)relをそれぞれ算出した。 
P1(TTP)の(krel/KM)rel =(1.46×10-3)÷(2.96×10-2)=4.93×10-2 
P0(TA6)の(krel/KM)rel =(2.15×10-2)÷(2.96×10-2)=0.726 
P1(TA6)の(krel/KM)rel =(8.52×10-4)÷(2.96×10-2)=2.88×10-2 
P2(TA6)の(krel/KM)rel =(5.40×10-5)÷(2.96×10-2)=1.82×10-3 
 
算出した値を Table にまとめた。 
 
Table 6－63 KOD(exo-)DNA ポリメラーゼの相対反応速度定数と相対触媒効率 
基質 プライマー Vmax rel krel krel/KM (krel/KM)rel 
TTP P0 1 1 2.96×10
-2 1 
P1 2.27 0.681 1.46×10-3 4.93×10-2 
 
TA6 
P0 1.06 1.06 2.15×10-2 0.726 
P1 3.11 0.311 8.52×10-4 2.88×10-2 
P2 7.13 8.56×10-5 5.40×10-5 1.82×10-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ここに修飾塩基を組み込んだ鋳型を用い、また Vent(exo-) DNA ポリメラーゼが触
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媒するプライマー伸長反応を行ったときの相対触媒効率の算出方法を示した。 
 
Table 6－64 Vent(exo-)DNA ポリメラーゼの KMと Vmax 
基質 鋳型 KM Vmax  Vent (exo-)最終濃度 
dATP 
T0 2.05 2.05 0.0015U/μM 
T1 2.45 2.72 0.0015U/μM 
T2 5.80 2.42 0.002U/μM 
T3 4.44 2.07 0.002U/μM 
まず、T0のときの最大速度 Vmaxを１と考え、相対最大速度 Vmax relを算出した。 
T1 の Vmax rel =2.72÷2.05=1.33 
T2 の Vmax rel =2.42÷2.05=1.18 
T3 の Vmax rel =2.07÷2.05=1.01 
 
次に k[E]0=Vmaxを変形した k=Vmax÷[E]0より、テンプレート T0に dATP を用いたときの
反応速度定数 kを 1と考え、相対反応速度定数 krelを算出した。 
T1 の krel =1.33×0.0015÷0.0015=1.33 
T2 の krel =1.18×0.0015÷0.002=0.885 
T3 の krel =1.01×0.0015÷0.002=0.758 
 
この相対反応速度を用いて触媒効率(krel/KM)をそれぞれ求めた。 
T0 の(krel/KM)=1÷2.05=0.488 
T1 の(krel/KM)=1.33÷2.45=0.543 
T2 の(krel/KM)=0.885÷5.80=0.153 
T3 の(krel/KM)=0.758÷4.44=0.171 
 
最後にテンプレート T0 に dATP を用いたときの触媒効率を(krel/KM)を１と考え、相対
触媒効率(krel/KM)relを算出した。 
T1 の(krel/KM)rel =0.543÷0.488=1.11 
T2 の(krel/KM)rel =0.153÷0.488=0.314 
T3 の(krel/KM)rel =0.171÷0.488=0.350 
 
算出した値を Table にまとめた。 
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Table 6－65 Vent(exo-)DNA ポリメラーゼの相対反応速度定数と相対触媒効率 
基質 鋳型 Vmax rel krel krel/KM (krel/KM)rel 
dATP 
T0 1 1 0.488 1 
T1 1.33 1.33 0.543 1.11 
T2 1.18 0.885 0.153 0.314 
T3 1.01 0.758 0.171 0.350 
 
 
ここに修飾塩基を組み込んだ鋳型を用い、また KOD(exo-) DNA ポリメラーゼが触媒
するプライマー伸長反応を行ったときの相対触媒効率の算出方法を示した。 
 
Table 6－66 KOD(exo-)DNA ポリメラーゼの KMと Vmax 
基質 プライマー KM Vmax  KOD (exo-)最終濃度 
dATP 
T0 12.3 3.98 0.0002U/μM 
T1 20.0 4.08 0.0015U/μM 
T2 38.7 5.27 0.0002U/μM 
T3 38.5 4.24 0.0003U/μM 
まず、T0のときの最大速度 Vmaxを１と考え、相対最大速度 Vmax relを算出した。 
T1 の Vmax rel =4.08÷3.98=1.03 
T2 の Vmax rel =5.27÷3.98=1.32 
T3 の Vmax rel =4.24÷3.98=1.07 
 
次に k[E]0=Vmaxを変形した k=Vmax÷[E]0より、テンプレート T0に dATP を用いたときの
反応速度定数 kを 1と考え、相対反応速度定数 krelを算出した。 
T1 の krel =1.03×0.0002÷0.00015=1.37 
T2 の krel =1.32×0.0002÷0.0002=1.32 
T3 の krel =1.07×0.0002÷0.0003=0.713 
 
この相対反応速度を用いて触媒効率(krel/KM)をそれぞれ求めた。 
T0 の(krel/KM)=1÷12.3=8.13×10-2 
T1 の(krel/KM)=1.37÷20.0=6.85×10-2 
T2 の(krel/KM)=1.32÷38.7=3.41×10-2 
T3 の(krel/KM)=0.713÷38.5=1.85×10-2 
 
 
 
 
 
最後にテンプレート T0 に dATP を用いたときの触媒効率を(krel/KM)を１と考え、相対
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触媒効率(krel/KM)relを算出した。 
T1 の(krel/KM)rel =(6.85×10-2)÷(8.13×10-2)=0.843 
T2 の(krel/KM)rel =(3.41×10-2)÷(8.13×10-2)=0.419 
T3 の(krel/KM)rel =(1.85×10-2)÷(8.13×10-2)=0.228 
 
算出した値を Table にまとめた。 
 
Table 6－67 KOD(exo-)DNA ポリメラーゼの相対反応速度定数と相対触媒効率 
基質 鋳型 Vmax rel krel krel/KM (krel/KM)rel 
dATP 
T0 1 1 8.13×10-2 1 
T1 1.03 1.37 6.85×10-2 0.843 
T2 1.32 1.32 3.41×10-2 0.419 
T3 1.07 0.713 1.85×10-2 0.228 
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ランニング基質条件検討 
8つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 95℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。20分後にマイクロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素
活性を失活させ、反応の進行を停止させた。 
 
Table 6－68 ランニング基質条件検討の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
6.25μM Template (MNT#N) 2μL 0.125μM 
5μM Primer (MNP#NF) 2μL 0.1μM 
1000～50μM dATP 2μL 100～5μM 
2mM dGTP  0.2mM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.03u/μL  
Vent(exo-) DNA polymerase 
2μL 0.003u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－69 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 95℃ 1 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 20 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 116
プライマーMNP#0F 以外のプライマー鎖(MNP#-4F、MNP#-8F)、鋳型鎖(MNT#+1、MNT#-2)
を使用したプライマー伸長反応 
 
9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 75℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0 分、1 分、2 分、3 分、4 分、6 分、8 分、10 分、15 分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。 
 
Table 6－70 プライマーMNP#0F 以外のプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
1.25μM Template A 2μL 0.125μM 
1μM Primer P0 2μL 0.1μM 
100μM dATP 2μL 10μM 
100μM dGTP  10μM 
10×Reaction Buffer 2μL 1×Buffer 
Water 10μL  
0.02～0.045u/μL  
Vent(exo-) DNA polymerase 
2μL 0.002～0.0045u/μL  
Total volume 20μL  
 
Table 6－71 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 75℃ 3 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～15 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
プライマーMNP#0F を使用したプライマー伸長反応 
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9 つの 500μLマイクロチューブに反応液を以下のように(酵素を除く)調製した。反
応液を遺伝子増幅装置にセットして 75℃で１分間変性させた。室温で１時間アニーリ
ングさせた後、酵素を加えた。これらを恒温槽にセットして 40℃でプライマー伸長反
応を行った。経時的(0 分、1 分、2 分、3 分、4 分、6 分、8 分、10 分、15 分)にマイ
クロチューブを取り出し、液体窒素で凍らせることで酵素活性を失活させ、反応の進
行を停止させた。その反応液を、一度ローターバックを使用して、ドライアップした。 
 
Table 6－72 プライマーMNP#0F 以外のプライマー伸長反応の濃度条件 
母液 使用量 最終濃度 
1.25μM Template A 4μL 0.125μM 
1μM Primer P0 4μL 0.1μM 
100μM dATP 4μL 10μM 
100μM dGTP 4μL 10μM 
10×Reaction Buffer 4μL 1×Buffer 
Water 16μL  
0.04～0.12u/μL  
Vent(exo-) DNA polymerase 
4μL 0.004～0.012u/μL  
Total volume 40μL  
 
Table 6－73 プライマー伸長反応の温度条件 
変性 75℃ 3 min 
アニーリング r.t. 1 h 
伸長 40℃ 0～15 min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ゲル電気泳動 
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 ゲル電気泳動に使用するゲルは 20%ポリアクリルアミドとした。このゲルの調製法
は、50mL 遠沈管に 20%ポリアクリルアミドを 21～22mL ぐらい取り分け、その中に 10
～100μL用ピペットマンを使用して 10% AP を 100μL、5～50μL用ピペットマンを使
用して TEMEDA を 25μL 加えた。その後、ボルッテックスをよく行い、遠心して側面
に付いた液を下に落とした。その調製した溶液をゲル板に流し込んで、5 時間以上放
置してゲルを固めた。 
ゲル電気泳動する前に、48℃に設定した恒温ボックスでゲルを 30分～1時間温めた後、
プレランを 30分間行った。 
ロードする反応液はドライアップしたマイクロチューブの中に、7M ウレアを 20μL、
0.1%BPB 色素を 4μL加えて、ボルテックスした後、遠心して調製した。その調製した
反応液を 95℃、5分間熱変性させ、プレラン後、ゲルに 4μLロードした。 
 
 
バンド強度算出方法 
 
 反応液を 20%ポリアクリルアミド電気泳動し、488nm のレーザー照射によって可視
化してイメージャーに記録した。その後、伸長生成物と未反応のプライマー鎖を 1つ
のボックスで囲み、このボックスを流した全てのレーンにコピーした。これを反応液
全体のバンド強度とした。次に、伸長生成物をボックスで囲み、同様にこのボックス
を流した全てのレーンにコピーした。これを伸長生成物のバンド強度とした。この伸
長生成物のバンド強度を反応液全体のバンド強度で割って、伸長生成物の相対バンド
強度とした。 
 
 
 
 
 
Fig. 6－3 バンド強度算出の式 
 
 
算出したそれぞれの相対バンド強度を縦軸に、反応時間を横軸にとり、プロットした。 
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Fig. 6－4 相対反応速度 
 
 
各酵素濃度におけるプロット 
 
 Fig.6－4で算出したグラフの傾きから反応速度を算出した。この操作を各酵素濃度
で行い、各酵素濃度における反応速度を算出し、これを縦軸に、酵素濃度を横軸にと
り、プロットした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6－5 各酵素濃度におけるプロット 
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